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Résumé 
Rôle du facteur de transcription GATA4 dans l'épithélium intestinal et identification 
d'une nouvelle cible, le gène PAPI (Pancreatitis Associated Protein I) 
Geneviève Brouillard, Département d'anatomie et biologie cellulaire, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke. 
Le facteur de transcription GATA4 fait partie de la famille des facteurs GA TA 
comprenant 6 membres (GATAI à 6). GATA4 possède deux doigts de zinc qui lui 
permettent la liaison à l' ADN sur le motif consensus (A/T)GATA(A/G). Ce facteur 
est exprimé dans plusieurs organes tels que le cœur, le foie, les poumons, les gonades 
et l'intestin grêle. À cet effet, au niveau intestinal, c'est le membre GA TA qui est le 
plus exprimé. Il se retrouve dans les cellules différenciées de l'épithélium intestinal, 
de façon décroissante le long de l'axe céphalo-caudal, où il agit comme régulateur 
important de plusieurs gènes spécifiques. Il régule, entre autres, la transcription des 
gènes marqueurs de la différenciation que sont la sucrase-isomaltase et la lactase, et 
ce, en collaboration avec des partenaires d'interaction tels que Cdx2 et HNF-la. En 
plus, GATA4 serait essentiel au maintien de l'identité des cellules jéjunales 
différenciées. 
Notre hypothèse de départ était donc que cette protéine pourrait être impliquée dans le 
processus de différenciation des cellules épithéliales intestinales. De ce fait, notre 
objectif fut d'approfondir la fonction de GATA-4 en identifiant de nouveaux gènes 
cibles de ce facteur de transcription au niveau de l'épithélium intestinal. Pour ce faire, 
une approche par interférence à l' ARN (shGATA4) fut utilisée pour réduire 
l'expression de GAT A-4 dans les cellules IEC-6/Cdx2 utilisées comme modèle de 
cellules épithéliales intestinales différenciées. Par la suite, une étude différentielle par 
criblage de micropuces à ADN a été effectuée sur des cultures à court terme pour 
identifier des cibles potentiellement directes de GATA-4. Les résultats obtenus n'ont 
ciblé aucun gène impliqué dans la différenciation cellulaire. Cependant, une des cibles 
prédites avec une modulation à la baisse fut le produit du gène PAPI (Pancreatitis 
associated protein I). 
L'expression de PAPI est connue pour être augmentée en situation d'inflammation 
intestinale chez des patients atteints de MII (maladie de Crohn et colite ulcéreuse). 
PAPI est en fait une protéine antimicrobienne qui s'attaque aux bactéries Gram 
positives. Cette protéine est également impliquée dans la modulation de la réponse 
inflammatoire, en diminuant la sécrétion de cytokines proinflammatoires dans les cas 
de MIL Toutefois, la régulation de ce gène est jusqu'à ce jour inconnue. 
La validation par Q-PCR des données obtenues, a démontré une forte réduction de 
PAPI spécifiquement dans les lignées IEC-6/Cdx2 shGA TA-4 tout au long du 
processus de différenciation. Une analyse informatique du promoteur PAPI a mené à 
l'identification de huit sites potentiels d'interaction pour GATA-4, ainsi que quatre 
sites pour HNF-la et un site pour Cdx2. Cinq des sites GATA ont montré une forte 
capacité d'interaction in vitro par EMSA. Aussi, une augmentation de l'activité 
transcriptionnelle du promoteur du gène PAPI par GATA4, de façon dose dépendante, 
a été démontrée par essai luciférase. Des essais transcriptionnels ont également permis 
de démontrer un effet synergique entre GATA4 et Cdx2 sur l'activation de ce 
promoteur. Finalement, le traitement des cellules épithéliales avec des modulateurs 
de la réponse inflammatoire (LPS, TNF) a révélé une modulation positive de GATA-4 
et de PAPI. Enfin, la création d'un modèle de souris transgénique d'expression 
ectopique de GAT A4 au niveau de l'épithélium intestinal et colique a été tentée. La 
validation de ce modèle reste à être complétée. 
En conclusion, le facteur de transcription GATA4 semble être un régulateur direct du 
gène PAPI et pourrait être impliqué dans la signalisation inflammatoire de la cellule 
· épithéliale intestinale. 
Introduction 
1. Anatomie du tube digestif 
Le tube digestif s'étend depuis la cavité buccale jusqu'à l'anus et présente des 
variations de structure permettant d'effectuer ses différentes fonctions. La cavité 
buccale reçoit la nourriture qui, après le processus de mastication et la formation du 
bol alimentaire, gagne l'œsophage et l'estomac. La digestion gastrique se solde par la 
formation du chyme, acide, qui parvient en petites quantités dans l'intestin grêle où a 
lieu la plus grande partie de la digestion et de l'absorption. Le résidu liquide gagne le 
côlon où la digestion est achevée et où l'eau et les sels sont réabsorbés. Les fèces 
solides sont ensuite éliminées par l'anus (GARTNER et HIATT, 2004). 
Le tube digestif présente le même type d'organisation de ses structures depuis 
l'œsophage jusqu'à l'anus: sa paroi est constituée de quatre tuniques concentriques 
(GARTNER et HIATT, 2004; FAWCETT et al, 2002) (Fig. 1). 
La tunique la plus interne, qui est directement en contact avec la lumière, est la 
muqueuse, elle-même composée de trois couches concentriques : 1) un épithélium 
bordant la lumière et ayant des propriétés sécrétrices et d'absorption appropriées à la 
fonction du segment concerné, 2) un chorion mince (ou lamina propria) sous 
l'épithélium, comprenant un tissu conjonctif très vascularisé contenant des 
macrophages, des plasmocytes et des lymphocytes, spécialisés dans la défense 
1 
immunologique contre la flore bactérienne intra-luminale et 3) une musculaire 
muqueuse composée d'une couche de cellules musculaires lisses capable de modifier 
la configuration de surface de la muqueuse (GARTNER et HIATT, 2004; FAWCETT 
et al, 2002). 
La sous-muqueuse est une couche de tissu conjonctif plus dense qui a un rôle de 
soutien mécanique de la muqueuse. Cette couche contient également la plus grande 
partie des vaisseaux sanguins alimentant la muqueuse et un réseau de nerfs 
sympathiques, le plexus de Meissner. Celui-ci commande la motilité intrinsèque du 
tube digestif. On y retrouve aussi des nodules lymphoïdes éparpillés impliqués dans la 
défense immunologique de la muqueuse, les plaques de Peyer (GARTNER et HIATT, 
2004; FA WCETT et al, 2002). 
La musculeuse est composée habituellement d'une couche musculaire lisse circulaire 
interne et d'une couche musculaire lisse longitudinale externe. Les plexus vasculaires 
et nerveux myentérique (plexus d' Auerbach) sont localisés entre les deux couches. La 
musculeuse a pour fonction le malaxage et la propulsion du contenu digestif le long 
du tube digestif par péristaltisme (GARTNER et HIATT, 2004). 
La tunique la plus externe de la paroi du tube digestif est soit une séreuse, soit une 
adventice. Les régions intrapéritonéales du tube digestif, c'est-à-dire celles qui sont 
suspendues dans la cavité abdominale par le péritoine, possèdent une séreuse. Celle-ci 
est constituée par un tissu conjonctif recouvert d'un mésothélium (épithélium 
pavimenteux simple) qui diminue les forces de frottement au cours de la digestion. 
2 
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D'autres régions du tube digestif sont solidement fixées aux structures voisines par 
des fibres conjonctives: elles possèdent une adventice (GARTNER et HIATT, 2004). 
1.1. L'intestin grêle 
L'intestin grêle est un tube replié sur lui-même, divisé, pour des raisons pratiques de 
description, en trois segments reconnaissables par des différences dans la structure 
microscopique de leur muqueuse. Le segment initial, le duodénum, est fermement 
attaché à la paroi postérieure de l'abdomen. Il a un trajet en C autour de la tête du 
pancréas. À son extrémité distale, il est en continuité avec le jéjunum, qui est 
suspendu à la paroi postérieure de l'abdomen par le mésentère. Le jéjunum, représente 
environ les deux cinquièmes de la longueur totale de l'intestin grêle, il est suivi par 
l'iléon qui en représente les trois cinquièmes distaux. La transition entre les trois 
segments est progressive (FA WCETT et al, 2002). 
L'absorption efficace des nutriments, est favorisée par plusieurs dispositifs qm 
augmentent la surface totale de la muqueuse (Fig. 2a). Le premier de ceux-ci est la 
grande longueur de l'organe. Le dispositif suivant d'accroissement de la surface, les 
valvules conniventes (valvules de Kerckring), sont les plis orientés transversalement 
de la muqueuse et de la sous-muqueuse qui se projettent dans la lumière et qui sont 
nettement visibles à l'œil nu (Fig. 2b). Elles ralentissent le passage du contenu 
intestinal et augmentent la surface de la muqueuse d'environ trois fois. Un autre 
dispositif d'augmentation de la surface est la présence d'innombrables villosités 
intestinales (Fig. 2c), qui réalisent une augmentation de la surface d'environ huit fois. 
Finalement, l'épithélium recouvrant les villosités intestinales contient des cellules 
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Figure 2. Surface d'échange de l'intestin grêle 
A) Facteurs d'augmentation de la surface d'échange. La digestion et l'absorption 
sont favorisées par l'amplification considérable de la surface d'échange grâce aux : 
• anses intestinales, 
• valvules conniventes ou valvules de Kerckring, 
• villosités intestinales et 
• microvillosités. 
(Figure tirée du site internet : 
http ://www-rocq.inria.fr/who/Marc. Thiriet/Glosr/Bio/TubDigest/index.html) 
B) Valvules conniventes. Coupe du jéjunum mettant en évidence les valvules 
conniventes (ou plis circulaires). 
C) Villosités. Photographie de microscopie optique montrant trois villosités du 
duodénum. 
D) Microvillosités. Photographie de microscopie électronique montrant des 
microvillosités de cellules absorbantes (ou entérocytes) du duodénum. 
(B-C-D, figures tirées du livre: Principes d' Anatomie et de Physiologie (TORTORA 
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cylindriques hautes avec un plateau strié (bordure en brosse) constitué de plus de 
3 000 microvillosités par cellule, fournissant une augmentation supplémentaire de 
trois fois la surface (Fig. 2d) (FA WCETT et al, 2002) 
1.2. Côlon 
Comparativement à l'intestin grêle, le côlon est plus court, il a un diamètre plus grand 
et il est également davantage fixé à la cavité abdominale (TORTORA et al, 2001). 
Différents termes descriptifs sont donnés à ses segments successifs : crecum, côlon 
ascendant, côlon transverse, côlon descendant, côlon sigmoïde, rectum et anus. Ces 
termes sont plus utiles à l'anatomiste qu'à l'histologie, car la structure microscopique 
du côlon est à peu près la même sur toute sa longueur. Sa surface luminale est 
dépourvue de tout repli, contrairement aux valvules conniventes de l'intestin grêle. Il 
n'existe pas de villosité et sa surface est presque lisse (FA WCETT et al, 2002). Le 
côlon a pour fonction d'absorber les acides aminés, les lipides et les glucides encore 
présents dans la lumière, ainsi que, de façon principale, l'eau, les électrolytes et 
certaines vitamines, et de concentrer les fèces (GARTNER et HIATT, 2004). 
2. Épithéliums digestifs 
Une première fonction des épithéliums digestifs est de former une barrière protectrice 
entre le milieu extérieur, représenté par le contenu de la lumière digestive, et le milieu 
intérieur (SCOAZEC, 2005). Cette barrière est à la fois physique, chimique et 
immunitaire : physique, grâce à la cohésion des cellules épithéliales assurées par les 
jonctions serrées et à leurs interactions avec le tissu conjonctif sous-jacent; chimique, 
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grâce à la sécrétion de mucus et de substances défensives et protectrices ; 
immunitaire, grâce à la participation des cellules épithéliales à l'immunité innée et à 
leurs interactions avec le système lymphoïde annexé au tube digestif (SCOAZEC, 
2005). 
Les épithéliums digestifs sont également impliqués de manière directe dans le 
processus de digestion. Ils facilitent la progression du bol alimentaire, notamment par 
la sécrétion du mucus, qui lubrifie la paroi digestive. Ils participent à la dégradation 
des aliments en sécrétant dans la lumière digestive de nombreuses enzymes, comme la 
sucrase-isomaltase, la lactase, la lipase gastrique, etc. Ils jouent un rôle essentiel dans 
l'absorption des nutriments, permettant le passage de ceux-ci, à travers les cellules 
épithéliales, de la lumière intestinale vers les vaisseaux sanguins et lymphatiques 
sous-jacents. Aussi, ils participent à la phase d'élimination des déchets en contrôlant 
les flux hydroélectrolytiques entre le milieu intérieur et la lumière digestive. Enfin, les 
épithéliums digestifs contribuent à la régulation de l'ensemble des fonctions du tube 
digestif, notamment grâce à leur composante endocrine, capable de sécréter plusieurs 
dizaines de peptides différents, tels que la gastrine, la sécrétine et la cholécystokinine 
(CCK) (SCOAZEC, 2005; TORTORA et al, 2001). 
2.1. Épithélium intestinal grêle 
L'épithélium intestinal grêle, de type simple prismatique (TORTORA et al, 2001), est 
organisé, selon l'axe vertical, en unités cryptes-villosités. Les cryptes, aussi appelées 
crypte de Lieberkühn, sont des invaginations de l'épithélium dans le tissu connectif 
7 
sous-jacent, tandis que les villosités ressemblent à des protubérances en forme de 
doigts, projetées dans la lumière intestinale (CROSNIER et al, 2006) (Fig. 3a). 
Trois types cellulaires différenciés principaux peuplent les villosités : les cellules 
absorbantes (~80-90 %), les cellules caliciformes (~5-10 %) et les cellules 
entéroendocrines (<l %) (Fig. 3b). Les cellules absorbantes, ou entérocytes, 
sécrètent des hydrolases et absorbent les nutriments. Les cellules caliciformes, plus 
abondantes dans la partie distale de l'intestin grêle, sécrètent un mucus protecteur. 
Tandis que les cellules entéroendocrines, peu nombreuses, sécrètent des hormones 
incluant la sérotonine, la substance Pet la sécrétine (HOC.KER et WIEDENMANN, 
1998). Un quatrième type cellulaire différencié se retrouve dans le fond des cryptes, 
soit les cellules de Paneth. Ces dernières, qui ont un rôle de défense de l'épithélium 
intestinal, sécrètent des peptides antimicrobiens et des enzymes ( cryptidine, défensine 
et lysozyme) (PORTER et al, 2002; SANCHO et al, 2004) (Fig. 3b). 
Le renouvellement du revêtement de l'épithélium intestinal se fait à une vitesse 
extraordinaire, dépassant tous les autres tissus des vertébrés (CROSNIER et al, 2006). 
Ce renouvellement est pris en charge par des cellules souches, confinées au fond des 
cryptes de Lieberkühn. Ces cellules multipotentes donnent naissance à des cellules 
progénitrices qui à leur tour prolifèreront pour 4 à 6 divisions, formant une population 
de cellules transitoires, situées à la mi-portion de chaque crypte. Il est à noter que 
plusieurs cryptes entourent la base de chaque villosité et donc les cellules d'une 
villosité proviennent de différentes cryptes avoisinantes. Les cellules souches 
intestinales permettent la formation des quatre types majeurs de cellules différenciées 
de l'épithélium. Les trois types formant les villosités (cellules absorbantes, 
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Figure 3. Structure et cellules de l'épithélium intestinal grêle 
A) Unité crypte-villosité. Représentation d'une villosité avec l'une des cryptes 
contribuant au renouvellement de son épithélium. Les flèches indiquent le flot 
ascendant des cellules à la sortie de la crypte. Les cellules souches se trouvent proches 
de la base des cryptes ; il est encore incertain si elles se trouvent parmi ou sous les 
cellules de Paneth. Au dessus des q_ellules souches se trouvent les cellules filles 
progénitrices. Puis, au dessus des cellules progénitrices, à la jonction crypte-villosité, 
se retrouvent des cellules post-mitotiques différenciées (cellules absorbantes, cellules 
caliciformes et cellules entéroendocrines) (CROSNIER et al, 2006). 
B) Cellules épithéliales intestinales. Il existe quatre principaux types de cellules 
différenciées au niveau de l'épithélium intestinal. Ces quatre types sont regroupés en 
deux classes : la classe des cellules absorbantes, et la classe des cellules sécrétrices, 
comprenant les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines et les cellules de 
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caliciformes et entéroendocrines) se différencient lors de leur migration ascendante, 
de la crypte vers une villosité adjacente. Lorsque ces cellules atteignent l'apex de la 
villosité, environ 2 à 5 jours suivant leur dernière division, elles sont relâchées dans la 
lumière intestinale par anoïkose. La quatrième lignée cellulaire épithéliale, les cellules 
de Paneth, vont plutôt se différencier lors d'un processus de migration descendante 
vers le fond des cryptes, où elles résideront pour environ 20 jours, avant d'être 
phagocytées par leurs semblables (STAPPENBECK et al, 1998). 
Avec un nombre impressionnant de nouvelles cellules produites chaque jour (les 
cellules progénitrices se divisent à toutes les 12-16 h, générant 200 cellules par crypte 
chaque jour (SANCHO et al, 2004)), de rigoureux mécanismes du maintien de 
l'homéostasie épithéliale doivent être présents. Premièrement, la production cellulaire 
cryptale est compensée par la perte de cellules à l'apex des villosités (intestin grêle) 
ou à la surface de l'épithélium (côlon). Deuxièmement, le feuillet épithélial est dans 
un mouvement ascendant continu et seulement les cellules de Paneth et les cellules 
souches, localisées dans le fond des cryptes, échappent à ce flot. Troisièmement, la 
prolifération de l'épithélium intestinal n'est pas autonome (HERMISTON et al, 
1996), mais elle est plutôt dictée par la niche cryptale. Donc, les compartiments 
prolifératifs et de différenciation sont maintenus malgré la transition des cellules le 
long de l'axe crypte-villosité (SANCHO et al, 2004). 
2.2. Épithélium intestinal colique 
L'épithélium colique est de type simple prismatique plat (TORTORA et al, 2001), et 
comprend des cellules absorbantes ( entérocytes cylindriques), de nombreuses 
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cellules caliciformes et des cellules entéroendocrines très dispersées, mais pas de 
cellules de Paneth (Fig. 4). Les cellules absorbantes sont abondantes à la surface de 
la muqueuse et dans le tiers supérieur des glandes. Dans les deux tiers inférieurs des 
glandes, l'épithélium est presque entièrement composé de cellules caliciformes. Elles 
sécrètent un mucus abondant qui facilite la progression du contenu intestinal et 
protège l'épithélium du frottement des matières fécales progressivement concentrées. 
La durée de vie des cellules de l'épithélium colique est d'environ six jours. Les 
cellules souches sont localisées dans les profondeurs des glandes (Fig. 4). Leurs 
descendances se divisent et se différencient au fur et à mesure qu'elles migrent vers le 
haut afin de remplacer les cellules perdues au niveau des zones d'extrusion sur la 
surface, à mi-chemin entre les ouvertures des glandes voisines. À intervalles réguliers, 
tout au long du côlon, des follicules lymphoïdes sont visibles dans le chorion, certains 
sont assez étendus pour pénétrer jusque dans la sous-muqueuse (FA WCETT et al, 
2002). 
2.3. Modèles cellulaires 
Les mécanismes menant à la détermination épithéliale et à l'expression protéique 
spécifique des cellules épithéliales intestinales sont encore très mal compris. Bien que 
les modèles de souris transgéniques soient des outils puissants pour élucider les 
cascades moléculaires impliquées dans ces processus, la culture cellulaire permet, de 
façon simple et élégante, l'étude des comportements, de l'interaction et de la 
signalisation cellulaires, pour ne nommer que ceux-là (SIMON-ASSMANN et al, 
2007). 
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Figure 4. Structure et cellules de l'épithélium colique 
A) Glande colique. Représentation de l'épithélium de surface du côlon et des glandes 
coliques qui soutiennent son renouvellement cellulaire. Les cellules souches se situent 
vers le fond des glandes. Les cellules progénitrices sont amplifiées par des divisions 
cellulaires constantes le long des deux tiers inférieurs des glandes. Le cycle cellulaire 
arrête et la différenciation des cellules se produit lorsque les cellules progénitrices 
atteignent le tiers supérieur des glandes. 
B) Cellules épithéliales coliques. Il existe 3 types principaux de cellules différenciées 
au niveau de l'épithélium colique: les cellules absorbantes, les cellules caliciformes et 
les cellules entéroendocrines. 







Cellule endocrine du tube digestif 
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2.3.1. Cellules IEC-6 et IEC-6/Cdx2 
Les cellules IEC-6 sont une lignée de cellules épithéliales normales, dérivée d'iléon 
de rat adulte et développée dans le laboratoire du Dr.Quaroni (QUARONI et al, 
1979). Les cellules IEC-6 ont des caractéristiques de cellules intestinales de type 
cryptai, mais ne présentent pas de morphologie de différenciation et n'expriment pas 
non plus de gènes de différenciation (SUH et TRABER, 1996; QUARONI et al, 
1979). Ces cellules n'expriment pas le gène Cdx2, un gène à homeobox relié au gène 
caudal de Drosophila melanogaster, qui est impliqué dans la différenciation 
intestinale. L'équipe du Dr. Traber a forcé l'expression de Cdx2 dans les cellules 
IEC-6, créant la lignée IEC-6/Cdx2 (SUH et TRABER, 1996). Lors de l'induction de 
l'expression de Cdx2 dans ces cellules, il y a tout d'abord arrêt de prolifération pour 
plusieurs jours, suivi d'une période de croissance avec l'établissement d'une culture 
stable à une densité supérieure que celle des cellules n'exprimant pas Cdx2. Des 
structures multicellulaires se développent, contenant, à la surface, des cellules 
polarisées absorbantes et des cellules caliciformes. De plus, ces cultures expriment 
l' ARNm de la sucrase-isomaltase (SI), un marqueur moléculaire de différenciation 
(SUH et TRABER, 1996). On y retrouve également l'expression de la protéine 
GA TA4, et très peu d'expression de GATAS et GATA6 (BOUDREAU et al, 2002). 
2.3.2. Cellules Caco-2/15 
Pageot et ces collaborateurs (PAGEOT et al, 2000), rapportent que durant plus de 
deux décennies, les lignées cellulaires de cancers colorectaux humains ont servi 
comme modèles expérimentaux pour aider à la compréhension des mécanismes 
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biologiques et moléculaires associés au cancer colorectal humain. Fait intéressant, 
parmi plus de 1 OO lignées cellulaires d'adénocarcinomes dérivées de côlons humains 
et analysées sous différentes conditions de culture, seulement quelques-unes ont 
montré des propriétés biochimiques et/ou morphologiques associées avec l'épithélium 
intestinal grêle. 
Seulement une lignée, Caco-2, montre spontanément des caractéristiques typiques 
d'entérocytes différenciés (FOGH et al, 1977; PINTO et al, 1983). En effet, sous des 
conditions de cultures standards, les cellules Caco-2 forment une monocouche 
confluente. Après une période de 20 à 40 jours de culture post-confluence, les cellules 
Caco-2 acquièrent graduellement une polarisation morphologique complète avec des 
complexes jonctionnels et une bordure en brosse typique des entérocytes fonctionnels, 
ainsi qu'un niveau relativement élevé d'hydrolases de la bordure en brosse, incluant la 
sucrase-isomaltase et la lactase-phlorizin hydrolase (BEAULIEU et QUARONI, 
1991; HAURI et al, 1985; PINTO et al, 1983; VACHON et BEAULIEU, 1992). 
L'expression de caractéristiques de l'intestin grêle (ex: SI et lactase), dans des lignées 
établies à partir du côlon, s'explique par le fait que ces cellules montrent des 
similitudes avec celles retrouvées dans l'épithélium fœtal intestinal humain, qui, avant 
20-22 semaines, est similaire autant dans l'intestin grêle que dans le côlon (MENARD 
et BEAULIEU, 1994; ROUSSET, 1986; ZWEIBAUM et CHANTRET, 1989). 
Finalement, un désavantage certain de cette lignée cellulaire humaine, 
comparativement aux cellules IEC-6/Cdx2 qui bien qu'elles proviennent du rat sont 
des cellules normales, réside dans son origine cancéreuse. 
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2.3.3. Co-culture mésenchyme-épithélium 
L'homéostasie intestinale est dépendante d'une communication bidirectionnelle entre 
les cellules épithéliales et les cellules mésenchymateuses sous-jacentes (HAFFEN et 
al, 1987; MONTGOMERY et al, 1999; LUSSIER et al, 2008). Par exemple, la voie 
Wnt/j3-catenine contrôle la prolifération ainsi que la migration des entérocytes et des 
cellules de Paneth (GREGORIEFF et al, 2005 ; LUSSIER et al, 2008). Dans cet ordre 
d'idée, Mme Carine Lussier, étudiante au doctorat dans le laboratoire du Dr. 
Boudreau, a établi un système de co-culture mésenchyme-épithélium. La déposition 
de cellules épithéliales intestinales de rat (IEC) sur des cellules mésenchymateuses 
intestinales humaines, permet la polarisation et la différenciation en culture. Ces 
cellules montrent des caractéristiques morphologiques d'un épithélium et supportent 
l'expression de plusieurs marqueurs fonctionnels de l'intestin (LUSSIER et al, 2008). 
Ce tout nouveau modèle cellulaire, permet donc l'étude et l'identification des 
régulateurs transcriptionnels impliqués dans la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales normales. 
3. Facteur de transcription GAT A4 
3.1. Généralités 
La protéine GATA4 (GATA binding protein 4) fait partie de la famille des facteurs de 
transcription GATA, qui compte à ce jour 6 membres (GATAI à GATA6) chez les 
· vertébrés. Le nom de cette famille vient du fait que ces facteurs de transcription lient 
une séquence nucléotidique contenant le motif consensus (A/T)GATA(A/G). En 
15 
fonction de leur patron d'expression, les protéines GATA ont été divisées en deux 
sous-classes, la sous-classe GATAI, 2 et 3, et la sous-classe GATA4, 5 et 6. Les 
gènes de la première sous-classe (GATAI, 2 et 3) sont exprimés principalement dans 
les cellules souches hématopoïétiques, où ils régulent la différenciation et l'expression 
de gènes spécifiques dans les lymphocytes T, les cellules érythroïdes et les 
mégacaryocytes. Tandis que les gènes de la deuxième sous-classe (GATA4, 5 ~t 6) 
sont exprimés dans des tissus dérivés du mésoderme et de l'endoderme tels que le 
cœur, le foie, les poumons, les gonades et l'intestin, où ils jouent un rôle critique dans 
la régulation de l'expression de gènes tissus spécifiques. 
Le gène murin Gata4 fut cloné en avril 1993 par Arceci et al., qui était à la recherche 
de l'existence d'autres membres de la famille de facteurs de transcription GATA, 
Gatal, 2 et 3 ayant déjà été rapportés dans la littérature (ARCECI et al, 1993; 
KELLEY et al, 1993). Gata4 est composé de 7 exons et d'aucun intron, il est situé sur 
le chromosome 14, dont 1326 pb composent sa région codante. L'expression de 
Gata4 est inductible par l'acide rétinoïque (ARCECI et al, 1993) et est tissu 
spécifique. Son ARNm est retrouvé, chez la souris adulte, au niveau du cœur, des 
ovaires, des testicules, des poumons, du foie et de l'intestin grêle. Chez l'embryon et 
le fœtus murin, Gata4 est exprimé dans le cœur, l'intestin proximal et distal, les 
testicules, les ovaires, le foie, l'endoderme viscéral et l'endoderme pariétal 
(MOLKENTIN, 2000). Le gène humain GATA4 se situe plutôt sur le chromosome 8 
(8p23.1-p22), il possède lui aussi 7 exons et aucun intron et sa région codante est 
composée de 1329 pb. 
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3.2. Domaines de la protéine GATA4 
Le gène murin de Gata4 encode pour une protéine de 441 a.a. et de 48 kDa. Elle 
contient un domaine de liaison à l' ADN composé de deux doigts de zinc conservés 
(N- et C-terminal) de type IV, constitués de quatre cystéines entourant un atome de 
zinc (Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys), et de deux portions adjacentes d'acides aminés 
basiques (Fig. 5A). Les protéines Gata4, 5 et 6 ont un pourcentage d'identité 
d'environ 85 % au niveau de leurs séquences en acides aminés des régions contenant 
les doigts de zinc et des régions basiques, (Fig. 5B). De plus, Gata4 possède environ 
70 % d'identité avec Gatal et le gène pannier de Drosophila, au niveau de la région 
de liaison à l' ADN, suggérant un haut de degré de conservation de séquences entre les 
divers membres de la famille GATA et entre les espèces au cours de l'évolution 
(MOLKENTIN, 2000). 
Une étude menée par Morrisey et al. a montré que le doigt de zinc en C-terminal et la 
région basique adjacente sont nécessaires et suffisants pour conférer la capacité de 
liaison à l'ADN de la protéine Gata4 murine (MORRISEY et al, 1997). À cet effet, 
une analyse par RMN de la protéine GATA4 du poulet, a montré que le doigt de zinc 
en C-terminal interagit avec le sillon majeur del' ADN, tandis que le domaine basique 
adjacent établit des contacts physiques avec le sillon mineur de la séquence de 
reconnaissance (OMICHINSKI, TRAINOR et al, 1993). De plus, ces mêmes régions 
démontrent une double fonction, en effet, en plus de moduler la liaison à l 'ADN, ils 
permettent aussi la localisation nucléaire de GAT A4. Le NLS (nuclear localisation 
sequence) de GATA4 
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Figure 5. La protéine murine Gata4 
A) Structure de la protéine. Gata4 contient deux doigts de zinc distincts (représentés 
en bleu) et un domaine de localisation nucléaire (représenté en vert) qui ensembles, 
constituent ses domaines de liaison à l' ADN et d'interaction protéine-protéine. Gata4 
contient également deux domaines d'activation transcriptionnelle (représentés en 
rouge) situés en N-terminal. La sérine-105 (Ser-105) de la protéine est une cible de 
phosphorylation pour les MAPK (mitogen-activated protein kinases) et la sérine-261 
(Ser-261) est une cible pour la protéine kinase A (PKA). Les mutations ponctuelles 
des acides aminés V217G (la valine 217 changée pour une glycine) et G295S (la 
glycine 295 changée pour une sérine) abolissent les interactions avec la protéine 
FOG-2 (Friend ofGATA-2) et TBX-5 respectivement (PIKKARAINEN et al, 2004). 
B) Séquence en acides aminés. Représentation de la séquence en acides aminés des 
deux doigts de zinc et du domaine basique adjacent de Gata4, 5 et 6. Les séquences en 
acides aminés de Gatal murin et de pannier de Drosophila sont également 
représentées pour comparaison. Les chiffres à gauche de la figure indiquent les 
positions des acides aminés au niveau des séquences peptidiques correspondantes. Les 
régions colorées indiquent l'identité avec Gata4 (consensus), alors que les régions 
incolores indiquent des différences entre les séquences en acides aminés. Les 
astérisques montrent les cystéines qui génèrent chaque sous-domaine des doigts de 
zinc, alors que la flèche pointe la position d'une insertion d'acide aminé en 3' 































se situe en aval du doigt de zinc en C-terminal, dans le domaine basique adjacent 
(Fig. 5A). 
Il est également connu que GATA4 contient deux domaines d'activation de la 
transcription (TAD I et TAD II) situés dans la partie N-terminale de la protéine 
murine (Fig. 5A) (MORRISEY et al, 1997). Malgré le fait que la partie C-terminale 
de la protéine (a.a. 334-440) soit requise pour l'activité transcriptionnelle de la 
protéine native, cette portion ne contient pas de T AD indépendant. Le domaine 
d'activation I, de la protéine murine, est composé par les résidus d'acides aminés 1 à 
74 et il comprend huit résidus proline, huit résidus sérine, quatre résidus tyrosine et 
trois résidus thréonine. Ce domaine a été conservé au cours de l'évolution, avec une 
homologie de séquence de 82 % et 50 % avec la protéine GATA4 chez l'humain et 
Xenopus respectivement, comparativement à la protéine murine. Le domaine 
d'activation II, de la protéine GATA4 murine, est composé des résidus 130 à 177 et 
comprend trois résidus proline, cinq résidus sérine, quatre résidus tyrosine et un résidu 
glutamine. Ce domaine est aussi conservé à travers les espèces, démontrant 
respectivement 96%, 43 % et 38 % d'homologie de séquence avec la protéine GATA4 
chez l'humain, le poulet et Xenopus, comparativement à la protéine murine. Ces deux 
domaines (TAD I et Il) de GATA4 ont également une homologie avec les domaines 
présents chez GATAS et 6, mais aucune homologie n'est retrouvée avec les domaines 
d'activation de la transcription préalablement identifiés chez GATAI et 3. 
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3.3. Activité transcriptionnelle de GATA4 
Il est connu que les facteurs GAT A reconnaissent universellement les motifs de 
séquences GATA sur l'ADN. Cependant, des différences au niveau du cœur du motif 
GA TA et des nucléotides adjacents, par exemple CGA TGG et AGATT A 
(SVENSSON et al, 1999), permettent des liaisons différentielles parmi les divers 
membres GATA exprimés dans un tissu spécifique (MERIKA et ORKIN, 1993; KO 
et ENGEL, 1993). À cet effet, il est rapporté que le promoteur de la chaîne lourde de 
l'a- et P-myosine des myocytes cardiaques, est préférentiellement activé par GATA4 
plutôt que par GATA6 (CHARRON et al, 1999). L'affinité individuelle, des facteurs 
GA TA4, 5 et 6 pour une variété de promoteurs, pourrait dépendre de la séquence des 
nucléotides adjacents à l'élément GATA, comme nous venons de le voir, ou de 
l'interaction avec des cofacteurs et d'autres facteurs de transcription. Cette dernière 
option permettrait aux facteurs GATA d'agir comme régulateur tissu-spétifique. Par 
exemple, GA TA4 interagit physiquement avec les facteurs de transcription Nkx2.5, 
MEF-2 et NFATc4 (nuclear factor of activated T-cells-c4), qui sont eux-mêmes 
coexprimés uniquement dans le myocarde (MOLKENTIN, 2000). Aussi, GATA4 est 
reconnu pour établir une interaction avec Cdx2, un facteur de transcription spécifique 
de l'épithélium intestinal adulte (BOUDREAU et al, 2002). 
Mais à ce moment, comment GATA4 fait-il pour interagir avec d'autres protéines? 
Alors que seul le doigt de zinc en C-terminal est requis pour une liaison spécifique à 
l' ADN, le doigt de zinc en N-terminal pourrait être disponible pour établir une 
interaction avec une autre protéine. À cet effet, il a été rapporté que GA TA4 peut 
interagir avec la protéine modificatrice de la transcription FOG-2 ([riend ef GATA-2), 
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via une interaction physique impliquant son doigt de zinc N-terminal (LU et al, 1999 ; 
SVENSSON et al, 1999; TEVOSIAN et al, 1999). Il n'est cependant pas clair 
comment le doigt de zinc C-terminal de GATA4 peut à la fois médier des interactions 
avec d'autres protéines et établir le contact avec les nucléotides du sillon majeur de 
l'ADN. 
Finalement, l'activité transcriptionnelle de GATA4 peut être modulée autant au 
niveau transcriptionnel qu'au niveau post-traductionnel. Par exemple, chez les 
myocytes cardiaques, il a été rapporté que la quantité d'ARNm de GATA4 augmente 
en réponse à une stimulation hypertrophique (XIA et al, 2000 ; MOLKENTIN, 2000). 
D'un autre côté, les stimuli qui induisent une hypertrophie et/ou une insuffisance 
cardiaque sont connus pour augmenter l'activité transcriptionnelle de GATA4 par 
phosphorylation. À cet effet, une surcharge de pression, l'isoproterenol, la 
phenylephrine, l'endotheline-1, !'angiotensine II et les esters de phorbol peuvent tous 
induire une phosphorylation de GATA4 (sur la sérine 105), via les MAPK ERKl/2 ou 
p38, résultant en une augmentation de la liaison à l' ADN et/ou de l'activité 
transcriptionnelle de celle-ci (LIANG et al, 2001 ; OKA et al, 2007). 
3.4. Fonctions de GATA4 au niveau intestinal 
La protéine GA TA4 est tout d'abord connue pour jouer un rôle au niveau de la 
différenciation de l'endoderme viscéral (SOUDAIS et al, 1995). On reconnaît aussi, à 
ce facteur de transcription, la capacité d'activer la transcription de certains gènes 
marqueur de la différenciation des cellules épithéliales intestinales : IF ABP (GAO et 
al, 1998), lactase-phlorizin hydrolase (LPH) (FANG et al, 2001.; van WERING et al, 
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2004) et sucrase-isomaltase (SI) (BOUDREAU et al, 2002). GATA4 régule aussi la 
transcription d'autres gènes intestinaux: l'adénosine déaminase (ADA) (DUSING et 
al, 2003), la claudine-2 (ESCAFFIT et al, 2005) et Muc2 (van der SLUIS et al, 2004). 
Il est aussi connu que GATA4 n'agit pas seul dans l'activation transcriptionnelle. Par 
exemple dans le cas de la sucrase-isomaltase, GATA4 a besoin de ces partenaires 
HNF-la et Cdx2 pour réguler la transcription de ce gène (BOUDREAU et al, 2002), 
et dans le cas de la LPH, GATA4 s'associe à HNF-la pour une activation synergique 
de la transcription (van WERING et al, 2004). 
Pour ce qui est de la distribution de GA TA4 à travers l'épithélium intestinal, cette 
protéine est retrouvée selon un gradient croissant le long de l'axe crypte-villosité, 
avec une expression maximale dans les cellules différenciées des villosités 
(BOUDREAU et al, 2002; DUSING et WIGINTON, 2005; BOSSE et al, 2006). Plus 
précisément, on retrouve GATA4 dans les cellules absorbantes, ou entérocytes, et il 
est absent des cellules caliciformes et des cellules entéroendocrines. Selon Dusing, 
GATA4 serait absent des cellules de Paneth (DUSING et WIGINTON, 2005), mais 
d'autres études montrent une expression de GATA4 dans ces cellules de la base des 
cryptes (BOSSE et al, 2006). Selon l'axe céphalo-caudal, GATA4 est exprimé dans 
un gradient décroissant, avec une expression presque nulle dans l'iléon distal et il est 
absent du côlon (BOUDREAU et al, 2002; DUSING et WIGINTON, 2005; BOSSE 
et al, 2006). À titre comparatif, GATAS est absent des cellules absorbantes, ou 
entérocytes, mais est retrouvé dans la lignée des cellules sécrétrices, soit les cellules 
caliciformes, les cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth (DUSING et 
WIGINTON, 2005). GATA6, quant à lui, est retrouvé seulement au mveau des 
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cellules entéroendocrines (DUSING et WIGINTON, 2005). Cette distribution suggère 
que ces divers facteurs GATA pourraient jouer un rôle dans la localisation et le 
maintien des types cellulaires, ainsi que dans la différenciation terminale. 
Finalement, une étude menée par Bosse et al. rapporte les résultats de l'effet d'une 
inactivation de Gata4 au niveau de l'axe horizontal de différenciation de l'intestin 
grêle (BOSSE et al, 2006). Puisque la délétion totale de Gata4 résulte en la mort 
embryonnaire (E7.0 - E9.5) avant le développement de l'épithélium intestinal 
(~E14.5), ce groupe a développé un modèle murin où une inactivation inductible de 
Gata4, chez des souris adultes, est spécifique à l'intestin. Dans ce modèle, au niveau 
des cellules jéjunales, on retrouve premièrement, une expression diminuée des gènes 
spécifiques aux cellules absorbantes de cette portion du grêle (Fabpl, LPH). Puis 
deuxièmement, on retrouve une induction de l'expression de produits normalement 
absents du jéjunum mais présents dans l'iléon, spécifiquement ceux impliqués dans le 
transport des acides biliaires. Troisièmement, l'inactivation de Gata4 amène une 
augmentation de la population des cellules caliciformes et une redistribution des sous-
populations des cellules entéroendocrines, et ce, vers un phénotype iléal. Finalement, 
le produit du gène Mathl, connu comme régulateur de la destinée des cellules 
épithéliales intestinales vers la lignée sécrétrice (YANG et al, 2001), est induit 
d'environ 75 %. À la lumière de ces données, GATA4 apparaît comme étant un 
joueur important du maintien de l'identité jéjunal vs iléal, de l'intestin grêle de souris 
adulte. 
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4. Maladies inflammatoires de l'intestin (Mil) 
Le terme« maladies inflammatoires de l'intestin » (Mll), ou« Injlammatory Bowel 
Disease » (IBD), désigne, entre autres, deux maladies semblables, mais distinctes, soit 
la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. L'éthiopathologie de ces maladies n'est 
toujours pas comprise parfaitement. Cependant, il a été démontré que plusieurs 
facteurs peuvent êtes influents, tels que les facteurs environnementaux, génétiques et 
familiaux, le système immunitaire et non-immunitaire, ainsi que les agents 
microbiens. 
À cet effet, il est connu que la présence de bactéries au niveau du tractus intestinal est 
essentielle à l'apparition de MIL Par exemple, le développement «spontané» de 
colites, dans un modèle animal modifié génétiquement pour promouvou le 
développement de ces colites, requiert la présence d'une flore luminale; les colites 
n'apparaissent chez aucun mutant lorsqu'ils sont maintenus dans un environnement 
stérile, mais se développent rapidement lorsque ces animaux sont colonisés par des 
bactéries commensales (RATH et al, 2001 ; ELSON, 1999; PODOLSKY, 2002). 
La barrière épithéliale joue donc un rôle primordial dans le développement des MII. 
Lorsqu'elle est intacte, la flore bactérienne commensale est séquestrée au niveau de la 
lumière intestinale et est inoffensive. Cependant, lorsque des bris surviennent au 
niveau de cette barrière cellulaire, le passage des bactéries à travers l'épithélium est 
alors permis, ainsi que leur pénétration au cœur de la muqueuse intestinale. S'en suit 
alors une activation du système immunitaire de la muqueuse, puis l'enclenchement 
d'une réponse inflammatoire intestinale (Fig. 6). 
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Pour qu'il y ait activation d'une réponse inflammatoire, au sem des cellules 
épithéliales, ces dernières doivent pouvoir sentir et percevoir les changements 
enclenchés dans leur environnement. Premièrement, la cellule épithéliale peut sentir la 
présence de bactéries dans son environnement via soit, 1) l'activation des récepteurs 
de la famille des « Toll-like receptor », par reconnaissance et liaison de composés 
bactériens, tel le lipopolysaccharide (LPS), ou 2) via l'activation d'un récepteur 
intracellulaire, NOD2, encore une fois par liaison de composé bactérien tel le LPS 
(Fig. 7). Deuxièmement, la cellule épithéliale peut percevoir l'activation d'une 
réponse inflammatoire, dans les cellules avoisinantes (ex : macrophages), via deux 
récepteurs présents à sa surface cellulaire soit le récepteur à l'interleukine-1 (IL-1) et 
le récepteur au TNF (tumor necrosis factor) (Fig. 7). Ces récepteurs sont activés par 
liaison de leur ligand respectif, molécules produites par ces cellules avoisinantes 
activées, le TNF étant l'une des cytokines principales impliquées dans la réponse 
inflammatoire. Enfin, tous ces récepteurs activés mènent à une voie centrale de 
signalisation cellulaire, soit la translocation nucléaire du facteur de transcription 
NFKB, permettant alors la transcription de divers gènes impliqués dans la réponse 
inflammatoire, tels les gènes codant pour les interleukines, les cytokines et les 
chymiokines (Fig. 7). 
Donc, les MII résultent d'une activation inappropriée du système immunitaire de la 
muqueuse, conduite par la présence de la flore luminale. Cependant, jusqu'à ce jour, il 
demeure incertain si l'activation du système immunitaire est le résultat d'un défaut 
intrinsèque (activation constitutive ou échec du mécanisme de régulation négative) ou 
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le fait d'une stimulation continue due à un changement dans la barrière de la 
muqueuse épithéliale, ou les deux à la fois (PODOLSKY, 2002). 
Finalement, dans les dernières années, il a été rapporté dans la littérature, et cela est 
maintenant reconnu par la Fondation canadienne de maladies inflammatoires de 
l'intestin, que les MII accroissent le risque de cancer colorectal (CLEVERS, 2004; 
BALKWILL et COUSSENS, 2004). Ce risque est faible, mais il augmente 
proportionnellement avec la durée de la MII. La probabilité de cancer colorectal après 
avoir souffert d'une MII pendant dix ans est évaluée à environ 2 %, et elle peut 
atteindre 20 % au bout de 30 ans (Fondation canadienne de maladies inflammatoires 
de l'intestin). En regard de toutes ces complications face à des maladies dont 
l'étiologie génétique est toujours incomprise, des efforts doivent être faits pour 
caractériser la régulation de la réponse inflammatoire engendrée. 
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Figure 6. Pathogenèse des Maladies Inflammatoires de l'intestin 
En condition physiologique, l'épithélium, avec ses jonctions serrées et les produits 
des cellules caliciformes, principalement les TFF (trefoil factor) et les mucines, 
fournit une barrière effectrice contre les pathogènes de la lumière intestinale. 
L'intégrité de la barrière peut être compromise par des variations génétiques dans les 
déterminants moléculaires, une diminution de la réponse de réparation relativement à 
des dommages, ou par des agents exogènes tels les médicaments anti-inflammatoires 
non-stéroïdiens. La stimulation du système immunitaire de la muqueuse, menant à 
l'inflammation chronique et récurrente, peut résulter, d'une part, de la pénétration des 
produits bactériens dans la muqueuse intestinale. Leurs interactions directes avec les 
cellules immunitaires, spécialement les cellules dendritiques et la population de 
lymphocytes, promeuvent alors une réponse immunitaire adaptative classique. 
Alternativement, les produits bactériens peuvent stimuler la surface épithéliale. 
L'épithélium peut en retour produire des cytokines et des chymiokines qui recrutent et 
activent les cellules immunitaires de la muqueuse. L'activation des cellules 
présentatrices d'antigènes classiques, telles que les cellules dendritiques, ou la 
stimulation directe par des récepteurs enclenchent la différenciation des cellules Thl 
(type 1 helper T cells), ou Th2 atypiques (type 2 helper T cells). Les produits des 
cellules Thl entraînent une boucle d'activation avec les macrophages. En plus de 
produire des cytokines qui stimulent les cellules Thl (IL-12, IL-18, macrophage 
inhibitor factor), les macrophages produisent une soupe de cytokines inflammatoires, 
incluant l'IL-1, l'IL-6, le TNF, qui ciblent un large éventail de types cellulaires 
(PODOLSKY, 2002). 
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Figure 7. Voies communes d'activation cellulaire des Mil 
L'activation du facteur de transcription NFKB, est une voie commune et centrale de 
l'activation cellulaire et de la production de divers médiateurs inflammatoires, 
incluant une variété de cytokines et chymiokines. Elle module aussi la résistance à la 
mort cellulaire programmée (apoptose). Plusieurs facteurs inflammatoires, impliqués 
dans les MII, activent NFKB par la stimulation intermédiaire de kinases, telles NIK 
(NFKB-inducing kinase) ou MEKKl, 3 (mitogen-activated protein kinase 1 ou 3) ou 
par la liaison d'un récepteur (receptor-interacting protein 2). Cela mène à l'activation 
de la kinase IKK et de la phosphorylation subséquente de l'inhibiteur de NFKB, lKB, 
qui se dissocie de NFKB, et sera dégradé par le protéasome suite à son ubiquitylation. 
NFKB peut alors transloquer au noyau, où il peut activer la transcription de gènes 
associés à la réponse inflammatoire. 
Les médiateurs qui activent cette voie, incluent les cytokines inflammatoires, tels l'IL-
1 et le TNF, qui lient leur récepteur cellulaire spécifique. Ainsi que les composés 
bactériens, tel le lipopolysaccharide (LPS), qui lie soit un récepteur de la surface 
cellulaire, membre de la famille des toll-like receptors, soit un récepteur 









5. La protéine PAP 
5.1. Origine 
La découverte de la protéine P AP remonte à quelques années. Comme elle a été 
décelée dans différents contextes, différents noms lui ont donc été accordés. 
L'éditorial de Closa, Motoo et Iovanna en 2007, décrit bien l'origine de cette nouvelle 
protéine (CLOSA et al, 2007). 
En 1984, Keim et al. ont rapporté la présence d'une nouvelle protéine dans le suc 
pancréatique de rats, après l'induction d'une pancréatite aiguë (KEIM et al, 1984). 
Due à sa relation avec l'induction de pancréatite, la protéine fut nommée 
« pancreatitis associated protein » ou P AP. Quatre années plus tard, Tachibana et al. 
ont décrit le peptide 23 comme étant une protéine provenant de l'hypophyse de rat, 
possédant une synthèse stimulée par l'hormone de libération de l'hormone de 
croissance, la GHRH (growth hormone-releasing hormone) et inhibée par la 
somatostatine (T ACHIBANA et al, 1988). Seulement quatre années plus tard, 
Katsumata et al., ont rapporté qu'en fait le peptide 23, identifié en 1988, était 
identique à PAP (KATSUMATA et al, 1995). Finalement, Lasserre et al., ont 
démontré que l 'ARNm de P AP était surexprimé dans 7 de 29 carcinomes 
hépatocellulaires, et ont nommées la protéine codée HIP (hepatocarcinoma-intestine-
pancreas) (LASSERRE et al, 1992). 
Dans ce mémoire, le nom PAP sera utilisé pour l'homologue humain et de rat, tandis 
que le nom RegIIIy sera utilisé pour l'homologue murin. 
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5.2. Généralités 
L'expression de PAP est observée dans plusieurs organes: au pancréas, dans les cas 
de pancréatite aiguë (KEIM et al, 1994) ; à l'intestin grêle, en condition physiologique 
de base (IOV ANNA et al, 1993) et augmenté en cas d'inflammation (GIRONELLA et 
al, 2005) ; au côlon, en condition pathologique (MU, cancer colorectal) 
{GIRONELLA et al, 2005; RECHRECHE et al, 1999; MOTOO et al, 1999); au 
cerveau, chez les patients atteints d' Alzheimer (DUPLAN et al, 2001); à l'utérus 
(CHAKRABORTY et al, 1995); au niveau d'une sous-population de neurones 
moteurs en développement et dans les neurones sensitifs et moteurs suite à une 
neuropathie (NISHIMUNE et al, 2000; FOLCH-PUY et al, 2006). 
La protéine P AP humaine, dont la séquence codante comprend six exons, est 
composée de 149 résidus d'acides aminés interreliés par trois ponts disulfures (lien S-
S) (CHRISTA et al, 1994; HO et al, 2004). PAP montre un pourcentage d'homologie 
de 43 % avec la lithostathine humaine (LITA), une protéine majoritairement exprimée 
au niveau du pancréas. P AP et LITA possèdent un site de clivage tryptique entre les 
résidus Arg et Ile à l'extrémité N-terminale et peuvent former des structures 
fibrillaires insolubles et hautement organisées, au pH physiologique (HO et al, 2004). 
Le clivage de la protéine P AP de 16 kDa en un isoforme de 14 kDa (perte de 11 
résidus d'a.a. de l'extrémité N-term.), résulte en un changement de la conformation 
globulaire de la protéine native en une protéine fibrillaire (HO et al, 2004). De plus, 
PAP et LITA sont exprimés très fortement à partir du stade précoce de développement 
de la maladie d' Alzheimer, maladie caractérisée par la présence d'agrégats de 
protéines filamenteuses (HO et al, 2004). 
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L'analyse informatique de la séquence de la protéine P AP suggère une relation 
structurelle avec les lectines. PAP contient un domaine de liaison des glucides 
caractéristique des lectines de type-C (carbonhydrate binding domain of the 
Ca2+ -dependent lectins ou C-type lectin carbonhydrate recognition domain, CRD), 
cela.fait donc de cette protéine un membre de la sous-famille VII des lectines de type-
C (HO et al, 2004). Les ligands associés aux lectines de type VII sont mal 
caractérisés. Cependant, il fut déterminé que P AP a la capacité de se lier 
spécifiquement au mannane, un polysaccharide composé de mannose polymérisé. Il 
ne peut toutefois lier aucun monosaccharide, pas même le mannose (CASH et al, 
2006). Contrairement aux lectines de type-C, dont la liaison à leur ligand est favorisée 
par le Ca2+, la liaison de PAP au mannane est inhibée par le Ca2+ (CASH et al, 2006). 
5.3. Implications/fonctions de PAP 
Les rôles physiologiques précis de P AP ne sont pas encore totalement définis. 
Plusieurs fonctions ont été attribuées aux membres de la famille PAP, incluant 
l'inhibition de l'apoptose (ORTIZ et al, 1998; MALKA et al, 2000; FOLCH-PUY et 
al, 2006) ainsi que la promotion de la régénération cellulaire et de la prolifération, par 
exemple dans les neurones moteurs (NISHIMUNE et al, 2000; FOLCH-PUY et al, 
2006). Dans le pancréas, il est connu que l'augmentation de l'expression de PAP est 
fonction de la sévérité de la pancréatite. Les niveaux sériques de P AP peuvent être 
mesurés et servir de marqueur pour la présence et la sévérité de la maladie (KEIM et 
al, 1994). L' ARNm de PAP est aussi exprimé dans les cellules cancéreuses, dont les 
adénocarcinomes ductaux du pancréas et son niveau d'expression est encore une fois 
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relié à la sévérité de la maladie (métastases, courte survie) ainsi qu'à l'agressivité de 
la tumeur (XIE et al, 2003). 
5.3.1. Au niveau intestinal 
Chez le rat, les transcrits de P AP (PAPI et III) sont détectés dans le duodénum, le 
jéjunum, et l'iléon (IOV ANNA et al, 1993). Cette expression, de l' ARNm dans 
l'intestin grêle, est à peine détectable entre le jour 20 de gestation et 21 jours d'âge 
chez le rat et la souris. L'expression augmente ensuite fortement entre 21 et 45 jours 
d'âge, ce qui correspond à la période de sevrage, et reste constante par la suite 
(SANSONETTI et al, 1995 ; CASH et al, 2006). De plus, les rats dont la diète est 
faible en glucides présentent une diminution de l'expression de l' ARNm de PAPI, 
tout comme ceux qui ont subi une thyroïdectomie ou une ovariectomie 
(SANSONETTI et al, 1995). L'ensemble de ces données montrent que l'expression 
de PAPI subit une régulation temporelle, nutritionnelle et hormonale. La protéine est 
également détectée, par immunolocalisation, dans l'intestin grêle et ce, selon un 
gradient croissant le long de l'axe céphalo-caudal (IOV ANNA et al, 1993). Son 
expression est retrouvée à la base des cryptes, dans les cellules de Paneth et dans les 
cellules caliciformes en cours de différenciation (MASCIOTRA et al, 1995). 
Cependant, une étude différentielle de l'expression génique de l'axe crypte-villosité a 
également prédit que PAP pourrait être plus fortement exprimée au niveau villositaire 
qu'au mveau cryptal (STEGMANN et al, 2006, site: 
http://gastro.imbg.ku.dk/mousecv/). 
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Lors de pathologie, comme dans la phase active de la maladie cœliaque, ou dans 
l'inflammation de l'intestin grêle causée par la maladie cœliaque non traitée, la 
concentration sérique de PAP augmente (CARROCCIO et al, 1997). PAPI est aussi 
retrouvée dans les cellules épithéliales coliques cancéreuses, alors qu'elle est absente 
à l'état de base, (RECHRECHE et al, 1999; MOTOO et al, 1999). De plus, il y a 
augmentation de la concentration sérique et intestinale de P AP dans les cas de maladie 
de Crohn ( Crohn 's disease, CD) et de colite ulcéreuse (ulcerative colitis, UC), 
augmentation qui est proportionnelle avec la sévérité de l'inflammation (maladie 
inactive VS active modérée, moyenne et sévère) (GIRONELLA et al, 2005). De plus, 
cette augmentation semble spécifique à l'inflammation intestinale chronique, puisque 
la concentration sérique de P AP n'augmente pas chez les patients avec une 
inflammation intestinale reliée à une infection (GIRONELLA et al, 2005). 
Par immunodétection, l'expression de P AP fut détectée dans les cellules épithéliales 
de côlon de patients atteints de CD ou d'UC. L'expression est localisée au bas des 
cryptes coliques, au niveau des cellules épithéliales présentant les caractéristiques 
morphologiques des cellules de Paneth (GIRONELLA et al, 2005). À cet effet, il est 
connu depuis plusieurs années que les cellules de Paneth, normalement absentes du 
côlon, sont retrouvées, lors de pathologie affectant le côlon ou le rectum, dans la 
muqueuse régénérative associée avec une inflammation chronique, dans les polypes et 
autour des carcinomes mucineux (SERIO et ZAMPATTI, 2000; SYMONDS, 1974). 
Cette augmentation de l'expression de P AP aurait pour fonction de diminuer 
l'inflammation intestinale, en bloquant la sécrétion de cytokines proinflammatoires 
(TNF-a, IL-6, IL-8, IFN-y, IL-12 et IL-18). En effet, l'ajout de PAP à des tissus 
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coliques de patients atteints de CD active, régule négativement la production de 
cytokines par un mécanisme impliquant l'inhibition de l'activation de NFKB par la 
voie JAK/STAT (GIRONELLA et al, 2005; FOLCH-PUY et al, 2006). 
Enfin, il a été récemment montré que Regllly, l'homologue murin de PAPI, a la 
capacité de lier les chaînes glucidiques peptidoglycanes retrouvées à la surface des 
bactéries Gram positives, et qu'il a, in vivo, une activité antibactérienne (CASH et al, 
2006). De plus, puisque l'expression de Regllly est stimulée par l'augmentation de 
contacts entre les bactéries et l'épithélium à la surface de la muqueuse (CASH et al, 
2006), et qu'elle est également augmentée dans les cas de MII, cette protéine pourrait 
bien être impliquée dans la séquestration de la microflore intestinale et ainsi préserver 
l'homéostasie intestinale. Cependant, les facteurs et voies de signalisation impliqués 
dans la régulation de l'expression de cette lectine antimicrobienne ne sont toujours 
pas connus. 
6. Problématique de recherche et objectifs 
GA TA4 est le membre majeur de la famille des facteurs GAT A exprimé au niveau de 
l'épithélium intestinal. Il est retrouvé principalement au sein des cellules différenciées 
des villosités où il régule la transcription de gènes marqueurs de la différenciation. 
Notre hypothèse de départ stipulait que GATA4 est impliqué dans le processus de 
différenciation des cellules épithéliales intestinales. Nos objectifs de départ 
consistaient donc à : 
1) identifier et valider de nouveaux gènes cibles de GA TA4 au sem de 
l'épithélium intestinal, 
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2) créer une souris transgénique avec l'expression ectopique de GATA4 au 
niveau du côlon. 
Cependant, l'étude différentielle d'analyse d'une micropuce d' ADN ne nous a permis 
d'identifier aucune nouvelle cible de GATA4 impliquées dans la différenciation 
cellulaire. Cette analyse nous a plutôt permis d'identifier· de nouvelles cibles 
impliquées dans la réponse inflammatoire intestinale, telle PAPI. Notre seconde 
hypothèse stipulait donc que PAPI est une cible de GATA4. À cet effet, nous nous 
sommes intéressés à la caractérisation de la liaison entre le facteur de transcription 
GATA4 et le gène PAPI, et nous nous sommes fixés comme objectifs: 
1) d'analyser une région promotrice du gène PAPI, de 1260 pb, par logiciel 
permettant la prédiction de sites d'interaction de facteurs de transcription 
connus, 
2) de valider les sites d'interaction potentielle GATA sur la région 
promotrice du gène PAPI à l'étude, par gel de rétention, 
3) d'analyser l'activité transcriptionnelle de GATA4 sur différentes portions 
du promoteur du gène PAPI, par essais transcriptionnels, 
4) et finalement, d'analyser l'expression de PAPI et de GATA4 en contexte 
de stress inflammatoire. 
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Matériel et méthodes 
1. Culture cellulaire 
1.1. Les cellules 293T et Caco-2/15 
Les cellules 293T sont des cellules transformées de rein fœtal humain. La lignée 
cellulaire Caco-2/15, un clone de la lignée parentale Caco-2 (BEAULIEU et 
QUARONI, 1991), provient d'un adénocarcinome colorectal humain et a la 
particularité d'entamer un processus de différenciation épithéliale à l'atteinte de la 
confluence (PINTO et al, 1983). Ces deux types cellulaires ont été cultivés dans du 
milieu DMEM (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de sérum 
bovin fœtal (FBS) (ICN Biomedicals, Aurora, USA), 2 mM de glutamine (Gibco 
BRL, Burlington, Canada), 0,01 mM d'HEPES (Gibco BRL, Burlington, Canada) et 
100 µg/ml de pénicilline/streptamycine (Gibco BRL, Burlington, Canada). Ces 
lignées cellulaires croissent dans un environnement dont la température est fixée à 
3 7°C et dont le taux de C02 est maintenu à 5 %. Du milieu frais est ajouté aux cellules 
à tous les deux jours, et les cellules ont été réensemencées à l'atteinte de la confluence 
pour les 293T et avant la confluence pour les Caco-2/15, dans un ratio de 1 : 10. 
1.2. Les cellules IEC-6 et IEC-6/Cdx2 
Les cellules IEC-6, qui sont des cellules épithéliales normales dérivées d'iléon de rat 
adulte (QUARONI. et al, 1979), et les cellules IEC-6/Cdx2, qui sont dérivées des 
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cellules IEC-6 où l'expression forcée du gène Cdx2 a été induite (SUH et TRA.BER, 
1996), sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 5 % de FBS, 2 mM de 
glutamine, 0,01 mM d'HEPES, 100 µg/ml de pénicilline/streptamycine et 0,1 U/ml 
d'insuline biosynthétique humaine (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Danemark). Ces 
lignées cellulaires croissent dans un environnement dont la température est fixée à 
3 7°C et dont le taux de C02 est maintenu à 5 %. Du milieu frais est ajouté aux .cellules 
à tous les deux jours, et les cellules ont été réensemencées à l'atteinte de la 
confluence, dans un ratio de 1 : 10. L'induction de la différenciation dans les cellules 
IEC-6/Cdx2 est réalisée par l'ajout, au milieu de culture, de 4 mM d'IPTG (Fisher, 
Mississauga, Canada). Le milieu avec IPTG est ensuite utilisé tout au long des 
cinétiques de différenciation. 
1.3. La co-culture mésenchyme-épithélium 
La méthode utilisée pour établir et cultiver la co-culture mésenchyme-épithélium est 
celle décrite par Mme Carine Lussier (LUSSIER et al, 2008). Les cellules 
mésenchymateuses utilisées proviennent d'iléons humains de fœtus entre 17 et 20 
semaines d'âge. 
2. Induction d'un stress inflammatoire cellulaire 
2.1. Dans les cellules IEC-6 
Au moment de l'induction d'un stress inflammatoire, les cellules IEC-6 ont été 
privées ·en sérum pour une période de 24 heures. Pour la cinétique d'induction en 
fonction de la concentration de lipopolysaccharide (LPS produit chez Escherichia coli 
37 
0111 : B4, numéro de produit : L2630) (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada), des 
concentrations de 0, 0,1, 1, 2, 5, 10, 25 et 50 µg/ml ont été ajoutées au milieu de 
culture, puis les cellules ont été récoltées 2 heures plus tard. Des cellules sans 
induction ont aussi été récoltées au même moment comme contrôle. Pour la cinétique 
d'induction en fonction du temps, du TNF-alpha (Cell Sciences, Canton, USA, 
numéro de produit: CRT102) à 10 ng/ml a été ajouté au milieu de culture 24 heures, 
4 heures, 2 heures, 1 heure et 30 minutes avant les récoltes des cellules. Des 
extractions de protéines totales ont ensuite été réalisées. 
2.2. Dans les cellules IEC-6/Cdx2 
Les cellules IEC-6/Cdx2 ont été induites à la différenciation, par ajout de 4 mM 
d'IPTG (Fisher, Mississauga, Canada) au milieu de culture, au moment où elles ont 
été réensemencées dans des plaques de culture de 6 puits. L'induction du stress 
inflammatoire a été réalisée lorsque les cellules ont atteint 90-95 % de confluence, par 
ajout de LPS (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) à 5 µg/ml ou de TNF (Cell Sciences, 
Canton, USA) à 5 ng/ml au milieu de culture. Les cellules induites ont été récoltées 
24 heures après l'induction et des cellules sans induction ont aussi été récoltées au 
même moment (ctr 24h) et au moment de l'induction (ctr Oh). Des extractions d'ARN 
ont ensuite été réalisées. 
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3. Lignées cellulaires IEC-6/Cdx2 shGATA4 
3.1. Clonage shRNA dans le vecteur plentiV5U6 
Trois shRNA (short hairpin, #l, 2 et 3), spécifiquement dirigés contre l'ARNm de 
GATA4, ont été élaborés à l'aide du.logiciel fourni par Invitrogen (Fig. 8b). Ces trois 
sh_ GATA4 ont été clonés dans le vecteur lentiviral plentiV5U6 (Fig. 8a). Les cellules 
IEC-6/Cdx2, n'ont qu'une faible efficacité de transfection, l'infection est alors le 
meilleur moyen pour intégrer un ADN exogène à ces cellules. Dans le cas présent, 
nous avons utilisé un vecteur lentiviral, les lentivirus ayant l'avantage de pouvoir 
infecter les cellules en prolifération ou non. De plus, les régions LTR du vecteur 
lentiviral permettent l'intégration au génome de la construction shRNA, rendant notre 
outil stable et transmissible aux cellules filles. 
3.1.1. Purification des oligonucléotides sur gel d'acrylamide 
Les oligonucléotides shRNA ont été purifiés sur gel d'acrylamide 12 %. Pour ce faire 
les oligonucléotides shGATA4 #1, 2, 3 (Fig. 8b) ont été resuspendus dans 10 µl d'eau 
ultrapure. Un témoin de migration a été préparé en mélangeant 3 µl de tampon de 
chargement 6X (Bleu de bromophénol 0,25 %, Xylène cyanol 0,25 % et 30 % 
glycérol) avec 7 µl d'eau. 100 µl de formamide ont été ajoutés à tous les échantillons 
à migrer et ils ont été chauffés à 55°C pendant 15 minutes pour éliminer les structures 
secondaires et stabiliser les acides nucléiques. Les échantillons ont été migrés à 
250 volts pendant environ 1 h 30 min. Les bandes ont été visualisées sous 
illumination UV, celles d'intérêts ont été excisées et éluées du gel par une incubation 
dans 800 µl de tampon TE à 4°C, OIN, sous agitation. Les échantillons ont été 
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Figure 8. Établissement de l'outil shRNA(GATA4) 
A) Schéma expérimental. Les oligonucléotides shRNA(GATA4) utilisés, pour 
établir l'outil, contiennent au centre 9 bases (loop) permettant la formation d'une 
structure en épingle à cheveux. Ainsi que les séquences RNAi sens et antisens, 
-spécifiques à l'ARNm de GATA4, qui formeront la structure secondaire de double 
brin apparenté typique au siRNA. Les oligos contiennent également une séquence de 
terminaison de la transcription de l 'ARN polymérase III, polymérase dont l'activité 
est la transcription de petits ARNs, tels que les siRNA. Ces oligos hybridés ont été 
clonés dans le vecteur lentiviral pLentiV5-U6, en aval du promoteur U6, grâce aux 
séquences pour les enzymes de restriction BamHI et XhoI incluent aux extrémités des 
oligonucléotides sh. 
B) Séquences RNAi sens et antisens des trois shGATA4 (#1, 2, 3). Les séquences 
RNAi sens et antisens, intégrées à la construction shRNA, sont déterminées à l'aide 
du logiciel fourni par Invitrogen. Elles contiennent de 20 à 21 bases et sont 
complémentaires l'une de l'autre. 
A 
B 
RNAi RNAi RNA Pol Ill 
BomHI sens loop antisens term·nator Xhol 
5'-GATCCCNNNNNNNNNTICMGAGANNNNNNNNN I 1111 IGGMC-3' 
3'-GGNNNNNNNNNMGTTCTCTNNNNNNNNNMMMCCTTGAGCT-5' 
.. Cotransfectïon 
Production virus [ê +#1 
.. Infection 
intégration au génome 
Production sïRNA 
shGATA4 #1 5' -GGG AAC AAC TCC 5' -TGT TCT TCA GGA GTT 
TGA AGA ACA-3' CCC-3' 
shGATA4 #2 5' -GGT AGA ACT TGA 5' -TCA ACA ACT TCA AGT 
AGT TGT TGA-3' TCT ACC-3' 
shGATA4#3 5' -GGG CAG AGA GTG 5' -AGT TGA CAC ACT CTC 
TGT CAA CT-3' TGC CC-3' 
40 
centrifugés pendant 30 secondes à 16000 x g. Les sumageants ont ensuite été prélevés 
et les oligonucléotides ont été précipités par ajout de Yz volume d'acétate 
d'ammonium 7,5 Met de 900 µl d'EtOH froid. Les échantillons ont ensuite été placés 
à -80°C pendant 1 heure. Ils ont ensuite été centrifugés à 4°C à 16000 x g pendant 30 
minutes. Les culots ont été lavés à l'EtOH 70 %, puis centrifugés pendant 15 minutes 
à 16000 x g. Les culots ont été séchés à 3.7°C pendant l 0 minutes, puis ils ont été 
resuspendus dans 80 µl d'eau. Les oligonucléotides purifiés ont ensuite été dosés par 
spectrophotométrie (dilution 1/50, facteur de conversion 1 unité D026onm= 37 µglml) 
(Bio-Rad, Mississauga, Canada). 
3.1.2. Hybridation des oligonucléotides purifiés 
Les oligonucléotides purifiés ont été hybridés par paire, brin supérieur et inférieur de 
chaque shGATA4 (#1, 2, 3). L'hybridation équimolaire a été réalisée à 65°C pendant 
10 minutes dans le tampon d'hybridation (100 mM Tris-HCl (pH7,5), 1 M NaCl, 
10 mM EDTA (pH8,0)). Après l'incubation, la température a lentement été rétablie à 
TP. 
3.1.3. Préparation du vecteur, ligation et transformation 
Le vecteur plentiV5U6 a été digéré par BamHI (Roche, Laval, Canada) et par Xhol 
(Roche, Laval, Canada). Les oligonucléotides shGATA4 hybridés ont ensuite été 
ligués au vecteur digéré en utilisant la T4 DNA ligase (New England Biolabs, 
Pickering, Canada) et ont été transformés dans les bactéries électrocompétentes Stbl3 
par un pulse de 1.80 kV. L' ADN plasmidique a été extrait à l'aide de la trousse 
« QJAprep Spin Miniprep kit>> (Qiagen, Mississauga, Canada). Les clones ont été 
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identifiés par une digestion BstXI (Roche, Laval, Canada), ceux ayant intégrés les 
inserts shRNA ne pouvant pas être digérés par cette enzyme. Les clones 
potentiellement positifs ont ensuite été confirmés par une digestion BamHI (Roche, 
Laval, Canada) et Xhol (Roche, Laval, Canada). 
3.2. Production des lentivirus 
3.2.1. Préparation des ADNs et transfection 
Les vecteurs lentiviraux (7,5 µg) shGATA4 #1, 2, 3 ou shEGFP pour le contrôle 
négatif, ont été mélangés à l' ADN lentiviral de chacun des gènes nécessaires (7,5 µg) 
à la formation des capsides virales (plpl, plp2, plpVSVG), pour un total de 30 µg 
d' ADN pour chacune des conditions expérimentales. 
Les mélanges d' ADNs ont été transfectés par lipofection dans la lignée cellulaire 
293T, ensemencée la vieille dans des boîtes de pétri de 100 mm et dont la confluence 
est d'environ 90 % au moment de la transfection. Dans chacun des mélanges d' ADNs, 
750 µl de milieu OptiMEM (Invitrogen, Burlington, Canada) ont été ajoutés. Aussi, 
pour chaque mélange d' ADN, 60 µl/puit de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Burlington, Canada) ont été pré-incubés avec 750 µl/puit du milieu OptiMEM, 
pendant 5 minutes à la température de la pièce. Suite à la pré-incubation, 750 µl du 
mélange Lipofectamine 2000/0ptiMEM ont été ajoutés à chaque tube 
d' ADN/OptiMEM et l'incubation a été poursmv1e pendant 20 minutes à la 
température de la pièce. Le milieu de culture des 293T a été remplacé par 5 ml de 
milieu OptiMEM, et 1,5 ml du mélange ADN/Lipofectamine 2000/0ptiMEM ont été 
ajoutés goutte à goutte dans chaque boîte de pétri. Les cellules ont été incubées 
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pendant 4 heures à 37°C et le milieu OptiMEM a été remplacé par 7 ml de milieu 
DMEM enrichi de 10 % FBS. Les cellules ont été incubées pendant 2 jours à 37°C. 
3.2.2. Récolte des virus 
Le milieu de culture des cellules 293T transfectées, contenant les virus en suspension, 
a été prélevé à l'aide d'une seringue de 10 ml (BD Biosciences, Mississauga, Canada) 
et filtré sur un filtre de 0,45 µm. Les particules virales récoltées ont été aliquotées et 
conservées à -80°C. 
3.3. Infection des cellules IEC-6/Cdx2 
Les suspensions virales (750 µl) ont été dégelées à 37°C et 750 µl de polybrène 
(Sigma Aldrich, Missouri, USA) 4 µg/µl (concentration finale de 4 µg/ml) y ont été 
ajoutés. Ce mélange a ensuite été ajouté sur les cellules IEC-6/Cdx2, dont le milieu a 
été préalablement enlevé. Ces cellules ont été utilisées à environ 50 % de confluence, 
ou moins dans certaines circonstances spéciales (double infection) et elles ont été 
ensemencées dans des plaques de 6 puits. Les cellules ont été incubées 1 heure à 3 7°C 
et 1 ml du milieu approprié à ces cellules (DMEM 5% FBS) additionné de 1 µl de 
polybrène 4 µg/µl a été ajouté à chacun des puits. Les cellules ont été incubées 
pendant 2 jours à 37°C puis elles ont été induites à la différenciation par ajout de 4 
mM d'IPTG au milieu de culture (Fisher, Mississauga, Canada). L'incubation des 
cellules s'est poursuivie pour le temps désiré selon la cinétique (2 à 32 jours), puis 
elles ont été récoltées pour extraction de protéines totales et d' ARN. 
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4. Isolement des protéines et analyse western 
4.1. Extraction de protéines totales de cellules 
Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS lX et récoltées dans du tampon de 
lyse (50 mM Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl, 1 % NP-40 et 0,5 % Na-déoxycolate) 
auquel a été ajouté, juste avant l'extraction, 1 % du cocktail d'inhibiteurs de protéases 
(protease inhibitor cocktail for mammalian tissues) (Sigma Aldrich, Missouri, USA), 
200 mM d'orthovanadate et 50 mM de NaF. Les lysats cellulaires ont été incubés sur 
glace pendant 10 minutes et centrifugés à 13000 rpm pendant 10 minutes à 4°C. Les 
protéines totales ont été recueillies et conservées à -80°C. La concentration en 
protéines a été déterminée à l'aide de la trousse Quick Star! Bradford Protein Assay 
Kit 1 (Bio-Rad, Mississauga, Canada) en suivant les recommandations du 
manufacturier. 
4.2. Extraction de protéines totales de tissus intestinaux murins 
Suite au sacrifice des souris, l'intestin grêle et le côlon ont été prélevés. Le jéjunum, 
l'iléon et le côlon proximal ont été mis dans un tube eppendorf de 2 ml contenant 
500 µl de tampon de lyse (section 4.1). Les tissus intestinaux ont été homogénéisés à 
l'aide d'un polytron (Brinkrnann instruments, Canada) et les protéines totales ont été 
extraites comme décrit à la section 4.1 
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4.3. Immunobuvardage de type western 
4.3.1. Préparation des échantillons de protéines, migration et 
transfert 
Les différents échantillons de lysats protéiques ( 40 µg) ont été préparés dans le 
tampon de chargement (LDS Sample Buffer) contenant l'agent réducteur (Sample 
Reducing Agent) (Invitrogen, Burlington, Canada). Les échantillons ont ensuite été 
dénaturés en les chauffant à 70°C pendant 10 minutes. La migration des échantillons a 
été effectuée sur des gels prémoulés NuPage 4-12 % (Invitrogen, Burlington, Canada) 
pendant 1 heure à 200 volts dans un tampon MOPS pH 7,7 (50 mM MOPS, 50 mM 
Tris base, 0,1 % SDS et 1 mM EDTA). La masse moléculaire apparente des protéines 
a été déterminé par comparaison avec la migration d'un marqueur de masse 
moléculaire définie (Rainbow Marker RPN 756, Amersham Biosciences, Québec, 
Canada). Le transfert des protéines a été effectué sur une membrane de type PVDF 
(Roche Diagnostics Gmbtl, Québec, Canada), pendant 1 heure à 30 volts dans le 
tampon de transfert pH 7,2 additionné d'antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada) 
(25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris et 1 mM EDTA). 
4.3.2. Immunodétection des antigènes 
Les sites antigéniques ont été bloqués à l'aide de blotto 10 % (lait écrémé Carnation 
dissout dans du tampon PBS-Tween 0,1 %) OIN à 4°C. Les membranes ont ensuite 
été incubées à TP en présence des anticorps primaires (Ac 1) dilués dans le blotto 
10 % (voir Tableau 1 pour les dilutions d'anticorps et les temps d'incubation). Après 
deux lavages de 15 minutes dans du PBS-Tween 0,1 %, les membranes on été 
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incubées pendant 45 minutes, à TP, avec l'anticorps secondaire (Ac 2), couplé à la 
peroxydase de raifort (horseradish peroxidase, HRP), approprié (voir Tableau 1) et 
dilué dans le blotto 10 %. Les membranes on été rincées trois fois dans du PBS-
Tween 0, 1 % pendant 15 minutes. La détection et la visualisation des signaux 
spécifiques, par autoradiographie de chimiluminescence, a été réalisée en utilisant la 
trousse ECL + et les films autoradiographiques ECL (Amersham Biosciences, 
Québec, Canada) selon les recommandations du fabriquant. 




Actine Polyclonal 1/3000 1 heure Donkey anti- 1/3000 
(C-11) (J) chèvre goat (J) 
Fournisseurs: (1) Santa Cruz, Californie, USA, (2) Fait maison (BOULANGER 
et al, 2005) 
5. Extraction d'ARN total et analyse par PCR et Q-PCR 
5.1. Extraction d'ARN totaux de cellules et de tissus 
L'extraction de l' ARN total de cellules et de tissus a été effectuée selon le protocole 
Totally RNA extract (Ambion, Austin, USA) et les centrifugations ont été réalisées à 
4°C, tel que recommandé par le fabriquant. 
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Afin d'éliminer toutes traces d' ADN, l' ARN a été traité à la DNase en accord avec les 
recommandations du fabriquant (Roche Diagnostics Gmbtl, Québec, Canada). 
L' ARN a été dosé par spectrophotométrie (Biorad, Mississauga, Canada) et conservé 
à -80°C. 
Pour les sections de jéjunum, d'iléon et de côlon, les tissus ont été ouverts 
longitudinalement et rincés avec du PBS IX froid pour être ensuite placés dans 1 ml 
de Denaturation Solution et conservés à -80°C. Les échantillons ont été dégelés puis 
homogénéisés à l'aide d'un polytron (Brinkmann instruments, Canada) et l'extraction 
d' ARN a été faite tel que décrit précédemment. 
5.2. Réaction de polymérisation en chaîne avec la transcriptase 
inverse (RT-PCR) 
La synthèse des ADNc a été faite à partir de 1 µg d' ARN en utilisant la trousse First 
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) et selon les recommandations du 
fournisseur (Roche Diagnostics Gmbtl, Québec, Canada). La réaction de transcription 
inverse a été effectuée pendant une heure à 42°C. Enfin, l'enzyme fut inactivée 
durant 5 minutes à 95°C. 
Les séquences des amorces et les conditions d'amplification utilisées pour les 
réactions en chaîne de la polymérase (PCR), sont décrites au tableau 2 et dans les 
sections relatives à chaque expérience. Les produits de PCR ont été analysés en 
déposant 10 µl de ces produits sur un gel d'agarose 1 % (Sigma Aldrich, Missouri, 
USA) additionné de bromure d'éthidium (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Canada) 
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pour être migrés par électrophorèse dans du tampon TAE IX ( 40 mM Tris-Acétate, 1 
mM EDTA). La présence d'amplicons a été révélée sous illumination UV. 
Tableau 2 : Amorces et amplification de gènes cibles de rat par RT-PCR 
PAP 5'-AAC AGA GGT GGA TGG GAG TG-3' (s) 1. Hot start à 94°C 
III 59 2. Dénaturation 
5'-GAT CTT CCC ATT GGG GTT CT-3' (as) initiale : 3 min à 94°C 
PAPI 5'-ACT CCA TGA CCC CAC TCT TG-3' (s) 3. 30 cycles: 
59 45 sec à 94 °C 
5'-ATT TGC AGA CGT AGG GCA AC-3' (as) 45 sec à Tm 
HPRT 5'-GGC CAT CTG CCT AGT AAA GCT-3' (s) 90 sec à 72°C 
58 4. Élongation 
5'-GCT GGC CTA TAG GCT CAT AGT-3' (as) terminale: 5 min à 
72°C 
5. 4°C, oo 
Légende: Tm: Température d'hybridation pour la paire d'amorces. HPRT, 
Hypoxanthine guanine phosphoribosyle transférase. (s): oligonucléotide sens; 
(as) : oligonucléotide antisens. 
5.3. PCR quantitatif en temps réel (Q-PCR) 
La quantification par PCR en temps réel a été réalisée sur le LightCycler v.1.5 (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada). Tous les ADNc utilisés comme échantillons ont été 
synthétisés tel que décrit précédemment (section 5.2) et dilués 1 : 1 dans de l'eau 
stérile exempte de RNase (QIAGEN, Mississauga, Canada). La synthèse des ADNc a 
été réalisée au même moment et avec un mélange réactionnel commun lorsque 
possible afin d'éviter les variations d'efficacité entre les réactions. Dans des 
capillaires de 20 µl (Roche Diagnostics, Laval, Canada), 2 µl de l'ADNc dilué 1 : 1 
ont été mélangés avec 10 µl de SYBR Green (QIAGEN, Mississauga, Canada), 6 µl 
d'eau stérile exempte de RNase (QIAGEN, Mississauga, Canada) et 1 µl de chaque 
amorce, puis centrifugés 5 secondes à 2000 rpm. Les réactions ont débuté avec une 
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phase d'activation de 15 minutes à 95°C, puis une phase d'amplification de 50 cycles 
caractérisée par une dénaturation à 94°C pour 15 secondes suivit d'une hybridation à 
des températures variables (voir tableau 3) selon les gènes cibles pour 30 secondes et 
d'une élongation à 72°C pour 30 secondes avec lecture à la fin de la fluorescence à 
530 nm. Après les réactions, une courbe de fusion a été réalisée par une augmentation 
de température en gradient de 0,2°C/seconde jusqu'à 95°C avec une lecture 
continuelle de la fluorescence. Les amorces utilisées et les températures 
d'hybridation correspondantes sont détaillées dans le tableau 3. Toutes les réactions 
ont été réalisées avec un contrôle négatif contenant de l'eau à la place des ADNc. 
Tableau 3 : Amorces et amplification des gènes cibles par Q-PCR 
GATA4 5'-AATGCGGAAGGAGGGGATT-3' (s) 59°C 
5'-GGA GCT GCT GTG CCC ATA GT-3' (as) 
PAPI 5'-ACT CCA TGA CCC CAC TCT TG-3' (s) 59°C 
5'-ATT TGC AGA CGT AGG GCAAC-3' (as) 
HPRT 5'-GGC CAT CTG CCT AGT AAA GCT-3' (s) 59°C 
5'-GCT GGC CTA TAG GCT CAT AGT-3' (as) 
TBP 5'-AGC CCT CCA CCT TAT GCT CA-3' (s) 59°C 
5'-TGT GTG GGT TGC TGA GAT GT-3' (as) 
Légende: a Température d'hybridation pour la paire d'amorces. 
HPRT, Hypoxanthine guanine phosphoribosyle transférase, TBP, 
TATA-binding protein. (s) : oligonucléotide sens; (as): 
oligonucléotide antisens. 
Un échantillon parmi les ADNc de cellules IEC-6/Cdx2 a été dilué 1 : 1, 1 : 10, 1 : 50, 
1 : 100 et 1 : 500 dans de l'eau stérile exempte de RNase afin de servir de calibrateur 
pour comparer les résultats entre les différentes réactions de Q-PCR. Une dilution de 
cet échantillon a été inclue dans chacune des réactions d'amplification. L'efficacité 
des amorces a été analysée à la température optimale d'amplification avec les 
dilutions 1 : 1, 1 : 10, 1 : 100 du calibrateur par Q-PCR tel que décrit précédemment. 
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Chaque gène cible a été mesuré en duplicata pour les échantillons d' ADNc et une 
courbe standard en triplicata a été réalisée à partir des dilutions du calibrateur. La 
quantification relative a été réalisée avec le logiciel LCS4 v.4.0.0.23 (Roche 
Diagnostics, Laval, Canada) à partir des données du calibrateur inclus dans chaque 
réaction et de l'efficacité de la courbe standard pour normaliser les résultats. 
L'expression relative a été obtenue en comparant l'expression des gènes cibles à celui 
du gène de référence, HPRT ou TBP selon les expériences. 
6. Analyse par micro-puces à l'ADN (Affymetrix) 
Trois cultures IEC-6/Cdx2 shGA T A4 et plenti vide ont été effectuées tel que décrit 
précédemment (section 3.3). Les cellules ont été induites à la différenciation 2 jours 
après l'infection, par ajout d'IPTG 4mM (Fisher, Mississauga, Canada) au milieu de 
culture, et elles ont été récoltées 4 jours après l'infection. Les ARNs ont été extraits 
tel que décrit précédemment (section 5.1) et ils ont été envoyés à la plate-forme de 
micro-puces à ADN du Centre d'innovation Génome Québec à l'Université McGill 
pour réaliser le criblage de micro-puces à ADN. Brièvement, les ARNs ont été 
convertis en ADNc par transcriptase inverse pour être utilisés pour la synthèse in vitro 
de sondes d' ARNc marquées à la biotine. Les sondes d' ARNc ont ensuite été 
hybridées sur des puces Affemetrix GeneChip® Rat Genome 230 2.0 individuelles, 
colorées à la streptavidine-phycoérythrine et analysées avec un module de criblage 
GeneArray à une longueur d'onde de 488nm. Les résultats ont été analysés avec le 
logiciel de la plate-forme de micro-puces à ADN en utilisant seulement les gènes dont 
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la fluorescence varie d'une façon significative (p:'.S 0,05) de 2 fois et plus avec une 
différence d'intensité minimale de 200 unités de fluorescence. 
7. Clonage pBabepuro/mutG4 
7.1. Mutagénèse par PCR du cDNA de GATA4 
La mutagénèse dirigée du cDNA complet de GATA4 a été réalisée en deux étapes 
d'amplification PCR en utilisant la polymérase HotStart PFU Ultra polymerase 
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, Californie). La première étape a permis 
d'amplifier la portion 5' du cDNA de GATA4 en intégrant les 6 mutations 
ponctuelles, ainsi que la portion 3' en intégrant encore une fois les 6 mutations 
ponctuelles. Ces amplifications ont été réalisées respectivement avec les amorces up-1 
(5'-GGC CCC ACA ATT AAC GCA TTC ACG TCC TTC TGA GAA GTC-3') et 
dw-1 (5'-TTG TCT GCC TCG TGC TCA GA-3') ainsi que up-2 (5'-CCG AGC 
AGG AAT TTG AAG AG-3') et dw-2 (5'-GAC TTC TCA GAA GGA CGT GAA 
TGC GTT AAT TGT GGG GCC-3') (Fig. 15a). L'amplification a été réalisée comme 
suit: 1 cycle de dénaturation initiale à 94°C pendant 2 minutes; 30 cycles 
d'incubation alternative de 60 sec à 94°C, 90 sec à 59,9°C (amorces up-1, dw-1) et à 
55°C (amorces up-2, dw-2) et 90 sec à 72°C; et une élongation finale de 10 minutes à 
72°C. Les produits de PCR ont été migrés sur un gel d' agarose de 1 %, puis les bandes 
correspondantes aux amplifications désirées ont été excisées. L' ADN a été élué de 
l'agarose en centrifugeant les bandes excisées sur 0,5 cm de laine minérale entassée 
dans le fond d'un tube percé, lui-même déposé dans un second tube, pendant 
30 secondes à vitesse maximale. 
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La deuxième étape de mutagénèse a permis d'amplifier le cDNA complet de GATA4 
ayant intégré les 6 mutations ponctuelles. Cette amplification a été réalisée en utilisant 
les amorces up-2 et dw-1 et 1 µl de chacun des produits de PCR purifié de la première 
étape. Le mélange réactionnel de l'amplification était composé de la même façon que 
pour la première étape. L'amplification a été réalisée avec le même protocole que la 
première étape, avec cette fois un Tm de 57 ,9°C. 
7.2. Sous-clonage du cDNA GATA4 muté dans le vecteur de transition 
TOPO et transfert dans le vecteur pBabepuro 
Le produit de PCR obtenu de la deuxième étape de mutagénèse dirigée a été inséré 
dans le vecteur pCR Blunt Il TOPO à l'aide du« Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit» 
(Invitrogen, Burlington, Canada) selon les recommandations du manufacturier. 
L'intégrité de l'insert a été validée par séquençage au Centre d'innovation Génome 
Québec à l'Université McGill en utilisant les amorces SP6 et T7 et la construction a 
été nommée TOPOblunt/mutG4full. L'insert mutG4full a été sous-cloné dans le 
vecteur rétroviral pBabepuro, dans le site EcoRl (Roche, Laval, Canada), grâce à une 
ligation concentrée des extrémités cohésives de l'insert et du vecteur par l'enzyme T4 
DNA ligase (New England Biolabs, Pickering, Ontario). La ligation a été transformée 
dans les bactéries chimiquement compétentes Stbl3. Le sens des inserts a été 
déterminé par digestion enzymatique à l'aide de l'enzyme Notl (Roche, Laval, 
Canada), qui possède un site de digestion dans l'insert et deux dans le vecteur 
pBabepuro. L'intégrité des inserts sens a été validée par séquençage au Centre 
d'innovation Génome Québec à l'Université McGill par les amorces externes (dw-1, 
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up-2) ayant servies à la mutagénèse dirigée. La construction a été nommée 
pBabepuro/mutG4 full. 
7.3. Expérience de« récupération» de GATA4 
L'ADN rétroviral (15 µg) contenant les gènes nécessaires à la formation des capsides 
virales (gag, pol et env) et l' ADN des vecteurs rétroviraux pBabepuro/mutG4full ou 
pBabepuro vide (15 µg) ont été utilisés pour produire les rétrovirus utilisés pour 
l'expérience de «récupération» de GATA4. Les méthodes utilisées pour la 
production des virus et l'infection des cellules IEC-6/Cdx2 sont les mêmes que celles 
décrites aux sections 3.2 et 3.3. 
8. Activité de liaison du facteur de transcription GATA4 au 
promoteur du gène PAPI 
8.1. Production de protéines GATA4 in cellulo 
Les constructions pcDNA/GATA4 et pcDNA (30 µg de chaque) ont été utilisées pour 
transfecter des cellules 293T, tel que décrit à la section 3.2.1. 
8.2. Extraction des protéines nucléaires des cellules 
Les trois tampons utilisés dans ce protocole: tampon hypotonique (HEPES 10 mM, 
MgCh 1,5 mM, KCl 10 mM), tampon à faible concentration de sels (HEPES 20 mM, 
MgCh 1,5 mM, KCl 0,02 mM, glycérol 25 %, EDTA 0,2 mM) et tampon à forte 
concentration de sels (HEPES 20 mM, MgC12 1,5 mM, KCl 1,2 M, glycérol 25 %, 
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EDTA 0,2 mM) sont additionnés, juste avant leur utilisation, de DTT lM (0,5 µl/ml) 
et de 1 % du cocktail d'inhibiteur de protéase (Sigma Aldrich, Missouri, USA). 
Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS lX. Elles ont été récoltées dans 
4 ml de tampon PBS lX et transférées dans un tube conique de 15 ml pour une 
centrifugation à 1800 x g pendant 5 minutes à 4°C. Les culots de cellules ont 
doucement été resuspendus dans 5 volumes de tampon hypotonique. Les 
resuspensions ont été transférées dans des eppendorfs et centrifugées à 850 x g 
pendant 5 minutes à 4°C. Les culots de cellules ont été resuspendus dans 3 volumes de 
tampon hypotonique et incubés sur glace pendant 10 minutes. Les cellules ont ensuite 
été homogénéisées dans les eppendorfs en donnant 20 coups avec un pilon de 
grosseur approprié et centrifugées à 1200 x g pendant 15 minutes à 4°C. Le 
surnageant, qui contient les protéines cytoplasmiques, a été retiré et 0,5 volume de 
tampon faible en sels a été ajouté, 2 gouttes à la fois, en resuspendant le culot entre 
chaque ajout. Ensuite, 0,5 volume de tampon fort en sels a été ajouté de la même 
façon. Les suspensions ont été agitées à 4°C pendant 30 minutes puis centrifugées à 
17000 x g pendant 30 secondes à 4°C. Le surnageant contenant les protéines 
nucléaires a été prélevé et conservé à -80°C. La concentration en protéines a été 
déterminée à l'aide de la trousse Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1 (Bio-Rad, 
Mississauga, Canada) en suivant les recommandations du manufacturier. 
8.3. Préparation des oligonucléotides pour les sondes radioactives 
Les 7 paires d'oligonucléotides complémentaires, correspondant aux 8 sites de liaison 
du facteur GATA4 dans la région de 1260 pb en amont du site d'initiation de la 
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transcription du gène PAPI de rat, ont d'abord été synthétisés (IDT, Coral ville, USA) 
(Tableau 4). 25 µg de chaque oligonucléotide ont été mélangés et le volume a été 
complété à 50 µl avec de l'eau stérile. Les oligonucléotides ont été chauffés pendant 
2 minutes à 75°C et la réaction d'appariement a été effectuée en laissant descendre la 
température jusqu'à la température de la pièce. Les oligonucléotides doubles brins ont 
été dilués à 100 ng/µl puis marqués radioactivement à leur extrémité. 5' dans une 
réaction d'échange du groupement phosphate avec le [y-32PJ dATP par la T4 
polynucléotide kinase (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). Les sondes ont été 
purifiées en utilisant les colonnes ProbeQuant™ G50 (Amersham Biosciences, 
Québec, Canada) selon le protocole du manufacturier. 
Tableau 4 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour le gel de rétention 
1 -1071 à -1052pb I TCT CTC TGA TCT TGC TTT GA 
2 -1059 à-1040 b II TGC TTT GAG ATA GGC TGC TA 
3 -734 à -715pb III-N TCC TAT GAG ATC TCA GTC TG 
4 -562 à -543pb V TTACAAAATGAT ATGAAGCT 
5 -549 à -530pb VI TGAAGCTTT ATCAACATATC 
6 -353 à -334pb VII TCTTAACTT ATCAGGTAATA 
7 -175 à-156pb VIII ATGACAATT ATCAGTTGTTA 
8.4. Réaction de liaison à l' ADN et gel de rétention 
Les réactions de liaison à l 'ADN ont été effectuées dans un volume total de 20 µl 
contenant 5 µg d'extraits de protéines nucléaires (pcDNA, pcDNA/GATA4), 4 µl de 
tampon de liaison 5X (1 M Tris-Cl pH 7.5, 1 M MgCb, 3 M KCl, 0,5 M EDTA et 
1 M de DTT) et 1 µg de compétiteurs non spécifiques dldC (Amersham Biosciences, 
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Québec, Canada). 330 ng de la sonde (50 000 cpm) ont été ajoutés aux réactions et 
elles ont été incubées pendant 20 minutes à la température de la pièce. Les mélanges 
réactionnels ont été déposés sur un gel 5 % acrylamide (4,8 g d'acrylamide, 0,128 g 
de bis-acrylamide, 9 ml de TBE 5X (0,04 M Tris-borate, 0,04 M acide borique, 0,5 M 
EDTA pH 8.0), 200 µl d'ammonium persulfate 10 %, 100 µl de TEMED et 80 ml 
d'eau distillée) préalablement équilibré pendant 15 minutes à 25 mA dans un tampon 
TBE 0,5X. Le gel a été migré pendant 60 minutes à 25 mA puis il a été séché pendant 
1 h 30 min à 80°C avant d'être exposé dans une cassette d'exposition (Kodak screen) 
(Biorad, Mississauga, Canada) OIN. L'écran a été révélé le lendemain à l'aide de 
l'appareil Molecular Imager FX (Biorad, Mississauga, Canada). 
9. Préparation des constructions pGL3 basic/promoteur PAPI 
9.1. Extraction de l'ADN génomique des cellules IEC-6 et réaction PCR 
L' ADN génomique des cellules IEC-6 a été extrait en utilisant les colonnes QIAGEN 
(QIAGEN, Mississauga, Canada) et selon la méthode décrite par le manufacturier. La 
région promotrice de 1260 pb en amont du site d'initiation de la transcription du gène 
PAPI de rat a été amplifiée à partir de l' ADN génomique de cellule IEC-6 et des 
amorces RPAPI prom up (5'-CTG CAG ATT TTC CAG TTA GTC-3') et RPAPI 
prom dw (5'-GTG AGG ACA GAG ATG GCT GT-3'). L'amplification a été réalisée 
avec la polymérase HotStart PFU Ultra (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, 
Californie) et 100 ng d'ADN génomique des cellules IEC-6. Le mélange réactionnel 
utilisé comportait les mêmes composants et les mêmes proportions que celui décrit 
dans la section 7.1. L'amplification a été réalisée comme suit: 1 cycle de dénaturation 
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initiale à 94°C pendant 2 minutes; 30 cycles d'incubation alternative de 1 minute à 
94°C, 1 minute à 55°C et 1 minute à 72°C; et une élongation finale de 10 minutes à 
72°C. La réaction a finalement été refroidie à 4°C. 
9.2. Sous-clonage de la région promotrice de PAPI dans le vecteur de 
transition TOPO 
Le produit de PCR obtenu par l'amplification de la région promotrice de PAPI à partir 
de l'ADN génomique de cellules IEC-6 (section précédente 9.1) a été inséré dans le 
vecteur de transition pCR Blunt 11 TOPO à. l'aide du «Zero Blunt TOPO PCR 
Cloning kit» (Invitrogen, Burlington, Canada). L'intégrité de l'insert a été validée par 
séquençage au Centre d'innovation Génome Québec à l'Université McGill par les 
amorces SP6 et T7 et la construction a été nommée TOPO blunt/promoteur PAPI. 
9.3. Amplification des différents fragments du promoteur du gène 
PAPI 
Cinq fragments différents du promoteur du gène PAPI de rat ont été amplifiés à partir 
de la construction TOPO blunt/promoteur PAPI pour créer les cinq constructions 
utilisées lors des essais luciférase (#1 à 5, voir Fig. 17). Les sites pour les enzymes de 
restriction Mlul (5'-ACGCGT-3') et Xhol (5'-CTCGAG-3') ont été ajoutés 
respectivement à l'extrémité 5' et 3' de chaque fragment, pour permettre Je clonage 
successif dans le vecteur luciférase pGL3basic. Les séquences des amorces utilisées 
pour les amplifications des 5 fragments sont regroupées dans le tableau 5. 
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Tableau 5: Liste des amorces utilisées pour l'amplification des 5 fragments du 
promoteur PAPI 
1 









R-pPAPI full Mlul-5' 5'-TCACTAACGCGT CTG CAG ATT TTC 








CAG TTAGTC-3' (s) 
5'TAGTGA CTCGAG GTG AGG ACA 
GAG ATG GCT GT-3' (as) 
5'-TCACTA ACGCGT ACC AAG CTG 
GAC AGA GGA CA-3' (s) 
5'-TAGTGA CTCGAG AGG ATG ATG 
GGA AGC ACT TG-3' (as) 
5' -TCACTA ACGCGT GAA GCT TTA TCA 
ACA TAT C-3' (s) 
voir construction 2(as) 
5 '-TCACTA ACGCGT CTT CCA GAT 
GAA TTT CAA GC-3' (s) 
voir construction 2(as) 
5'-TCACTA ACGCGT CAG GGC TGC 
TAA CAG GAA AG-3' (s) 
R-pPAPI-Xho-t voir construction 2(as) 
(s) : oligonucléotide sens; (as) : oligonucléotide antisens. 
L'amplification a été réalisée avec la polymérase HotStart PFU Ultra Stratagene 
Cloning Systems, La Jolla, Californie) et 50 ng d' ADN de la construction TOPO 
blunt/promoteur P APL Le mélange réactionnel utilisé comportait les mêmes 
composants et les mêmes proportions que celui décrit dans la section 7. l. 
L'amplification a été réalisée comme suit: 1 cycle de dénaturation initiale à 94°C 
pendant 2 minutes ; 35 cycles d'incubation alternative de 1 minute à 94°C, 1 minute à 
62°C et 1 minute 30 secondes à 72°C; et une élongation finale de 10 minutes à 72°C. 
La réaction a finalement été refroidie à 4°C. 
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9.4. Clonage des fragments amplifiés du promoteur du gène PAPI dans 
le vecteur luciférase pGL3basic 
Les 5 fragments du promoteur du gène PAPI amplifiés précédemment (voir section 
précédente 9.3) ont été purifiés à l'aide de la trousse «Montage PCR Centrifuga! 
Fi/ter Devices » (Millipore Corporation, Bedford, USA) selon les recommandations 
du fournisseur. Les produits de PCR purifiés ainsi que le vecteur luciférase pG13basic 
ont été digérés avec les enzymes de restriction MluI (Roche, Laval, Canada) et XhoI 
(Roche, Laval, Canada). Les fragments du promoteur de PAPI ont été insérés dans le 
vecteur pGL3basic grâce à une ligation concentrée des extrémités cohésives des 
fragments et du vecteur par l'enzyme T4 DNA ligase (New England Biolabs, 
Pickering, Canada). La ligation a été transformée dans les bactéries chimiquement 
compétentes TOPIO selon les recommandations du fournisseur (Invitrogen, 
Burlington, Canada). L'intégrité des inserts a été validée par séquençage au Centre 
d'innovation Génome Québec à l'Université McGill par les amorces ayant servies à 
l'amplification des différents fragments de promoteur. Les constructions ont été 
nommées pG13basic/prom.PAPI #1 à 5. 
10. Essais luciférases 
10.1. Préparation des cellules 
Les cellules Caco-2/15 ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits afin d'être à 
environ 90-95 % de confluence le jour de la transfection. Chaque condition fut évaluée 
en triplicata. 
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10.2. Transfection transitoire 
10.2.1. Préparation des ADNs 
Un total de 0,8 µg d' ADN par puits a été transfecté dont: 0,2 µg des différents 
vecteurs luciférase pGL3basic/prom.P API #1 à 5 ; 0, 100, 200 ou 400 ng du vecteur 
d'expression pcDNA/GATA4 et/ou 25, 50 ng du vecteur d'expression CMV-Cdx2; et 
une quantité complémentaire du vecteur pcDNA 3. lnéo afin de compléter à 0,8 µg. Le 
vecteur pRL SV 40-Rénilla (0,6 ng) (Proméga, Madison, USA) a été ajouté à chaque 
mélange d' ADN pour évaluer l'efficacité de transfection dans chacun des puits. Les 
ADNs sont préparés en triplicata dans un même tube. 
10.2.2. La transfection 
Le milieu de culture des cellules Caco-2/15 a été remplacé par 500 µl/puit d'OptiMEM 
(Gibco BRL, Burlington, Canada) environ 1 heure avant les cotransfections des 
cellules. La méthode utilisée pour la transfection est essentiellement la même que celle 
décrite précédemment dans la section 3.2.1, à la différence que les quantités de 
Lipofectamine 2000 et d' ADN ont été adaptées à la superficie des puits. 
10.3. Lyse des cellules et essai luciférase 
Après 48 heures, le milieu a été retiré et les cellules ont été lavées dans 500 µl de PBS 
lX (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HP04 et 2 mM de KH2P04). 
Les cellules ont ensuite été lysées dans 100 µl de tampon de lyse passive lX (PLB: 
passive lysis buffer) (Proméga, Madison, USA) et agitées sur plaque agitatrice 
pendant 15 à 30 minutes. Les lysats de cellules ont été resuspendus 5 fois, transférés 
60 
dans un eppendorf et centrifugés à 4°C pendant 5 minutes à 13 000 rpm. Un volume 
de 20 µl d'extraits protéiques a été utilisé pour la lecture, le restant a été conservé à -
80°C. La solution contenant le substrat pour la luciférase firefly (LAR II : Luciferase 
Assay Substrate) (Proméga, Madison, USA) ainsi que le tampon Stop 'n 'Glow 
(Proméga, Madison, USA) contenant le substrat pour la luciférase rénilla ont été 
préparés, selon les recommandations du fournisseur. L'activité luciférase a 
immédiatement été mesurée de façon automatique par l'utilisation du luminomètre de 
marque Microplate Luminometer ORION (Berthold Detection Systems) selon le 
protocole suivant : première injection de 50 µl du substrat pour la luciférase firefly 
(LAR II) suivit d'un délai de trois secondes; la première mesure a été prise pendant 
dix secondes suivit d'un délai de dix secondes. Il y a ensuite eu injection de 50 µl du 
substrat pour la luciférase rénilla (tampon Stop'n'Glow), délai de trois secondes puis 
la deuxième mesure a été prise pendant dix secondes. Les niveaux d'expression des 
facteurs de transcription à l'essai ont été vérifiés par immunobuvardage de type 
western, en combinant 5 µl de chacun des extraits protéiques des triplicatas. 
11. Génération modèle murin d'expression ectopique de GATA4 
Les souris 12.4KbVilCre possèdent l'ADNc de la Cre recombinase sous le contrôle 
d'une portion de 12,4 Kb du promoteur de la villine qui permet l'expression de la Cre 
recombinase spécifiquement au niveau de l'épithélium de l'intestin grêle et du côlon 
proximal à partir du jour El2,5 (MADISON et al, 2002). 
Les souris loxP.STOP.loxP-GATA4, que nous voulions créer, contiennent dans leur 
génome un transgène d'expression de GATA4 sous.le contrôle du promoteur CMV. 
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Figure 9. Séquences IoxP et recombinaison intermoléculaire 
A) Schéma de la séquence d'un élément loxP. Un site loxP (locus of X-ing over) est 
constitué de deux séquences inversées répétées de 13 pb séparées par une région 
asymétrique de 8 pb responsable de la directionalité du site loxP. La protéine Cre, une 
recombinase de 38 kDa provenant du bactériophage Pl, médie ia recombinaison intra 
et intermoléculaire spécifique entre des sites loxP (SAUER, 1993). La recombinaison 
se produit dans la région asymétrique. 
B) Schéma du vecteur pBS302. La cassette loxP.STOP.loxP (1.6 kb) utilisée pour la 
génération de notre souris transgénique, provient du vecteur pBS302 (Life 
Technologies). La région STOP contient trois éléments qui permettent l'interruption 
de la transcription, soit : 1) un signal de polyadénylation de 825 pb (SV 40), qui dicte 
l'arrêt de transcription, 2) un espaceur de 550 pb dérivé de la séquence C-terminale du 
gène HIS3 de levure (his3-ded 1 ), et 3) un oligonucléotide synthétique où l 'ATG est 
un faux signal d'initiation de la traduction et où la séquence GTAAGT est un site 5' 
donneur d'épissage. 
C) Processus de recombinaison intermoléculaire. Des sounceaux nés du 
croisement entre les souris VilCre et loxP.STOP.loxP-GATA4, certains possèdent les 
deux constructions. Dans ces animaux, l'expression de la protéine Cre est sous le 
contrôle du promoteur villine, spécifique de l'épithélium intestinal. Il est donc 
possible, chez ces souris doubles transgéniques, qu'il y ait recombinaison des 
séquences loxP, via la Cre, menant à l'expression ectopique de la protéine GATA4 
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' Production de la protéine 
Le promoteur CMV (human cytomegalovirus major immediate-early 
promoter/enhancer) provient du cytomégalovirus, un pathogène membre du groupe 
des virus herpès. Il est considéré comme étant l'un des promoteurs les plus forts in 
vitro (BOSHART et al, 1985). Entre le promoteur et l'ADNc de GATA4, il y a une 
cassette d'interruption de la transcription (STOP) flanquée de deux séquences loxP 
(Fig. 9a), provenant du plasmide pBS302 (Fig. 9b). La recombinaison des séquences 
loxP par la Cre recombinase engendre l'excision de la cassette STOP et permet la 
transcription du gène ectopique GATA4 spécifiquement dans l'épithélium intestinal 
·grêle et colique (Fig. 9c ). 
Le croisement des deux souris peut mener à la génération d'une souris transgénique, 
selon les proportions mendéliennes, où la recombinaison des séquences loxP est 
possible dans le tissu épithélial intestinal, menant, théoriquement, à l'expression de 
GATA4 autant au niveau de l'épithélium .de l'intestin grêle que du côlon proximal 
(Fig. 22c). 
11.1. Clonage de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 
11.1.1. Sous-clonage de la cassette loxP.STOP.IoxP dans le vecteur 
de transition TOPO et transfert dans le vecteur 
plenti5V5adapteur /GATA4 
La cassette loxP.STOP.loxP, provenant du vecteur pBS302 (Life Technologies), a été 
amplifiée avec des amorces permettant l'insertion d'un site de reconnaissance de 
l'enzyme de restriction Spel en 5' de la cassette (LOXSTOPUPSPEI: 5'-GC 
ACTAGT GCG GCC GCA CGT CTA AGA AAC-3' et LOXSTOPDW: 5'-CGG 
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CCG CAA TGG CCA GTA CTG-3'). L'amplification a été réalisée avec la 
polymérase HotStart PFU Ultra (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, Californie) et 
1 OO ng d' ADN de la construction pBS302. Le mélange réactionnel utilisé comportait 
les mêmes composants et les mêmes proportions que celui décrit dans la section 7 .1. 
L'amplification a été réalisée comme suit: 1 cycle de dénaturation initiale à 94°C 
pendant 2 minutes; 30 cycles d'incubation alternative de 1 minute à 94°C, 1 minute à 
65°C et 1 minute à 72°C; et une élongation finale de 10 minutes à 72°C. La réaction a 
finalement été refroidie à 4°C. Le produit de PCR obtenu par l'amplification de la 
cassette loxP .STOP.loxP a été inséré dans le vecteur de transition pCR Blunt Il TOPO 
à l'aide du« Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit» (Invitrogen, Burlington, Canada). 
La construction TOPOblunt/loxP.STOP.loxP a été digérée par l'enzyme de restriction 
Spel (Roche, Laval, Canada). Le produit de digestion a été migré sur un gel d'agarose 
1 %, la bande correspondant à l'insert (à 1,6 kb) a été isolée puis l'insert a été purifié 
par la trousse « QUIAEX II Gel Extraction Kit» (QIAGEN, Mississauga, Canada) 
selon les recommandations du fournisseur. 
La construction plenti5V5adapteur/GATA4, dont le cDNA de GATA4 a été cloné en 
EcoRI, a été linéarisée par digestion avec l'enzyme de restriction Spel (Roche, Laval, 
Canada). Le vecteur ouvert a été par la suite déphosphorylé pendant 30 minutes à 
37°C avec la phosphatase alcaline (Roche Diagnostics Gmbtl, Québec, Canada). 
L'insert loxP.STOP.loxP a été inséré dans le vecteur plenti5V5adapteur/GATA4 
digéré grâce à une ligation concentrée des extrémités cohésives de l'insert et du 
vecteur par l'enzyme T4 DNA ligase (New England Biolabs, Pickering, Ontario). La 
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ligation a été transformée dans les bactéries chimiquement compétentes Stbl3. Le sens 
des inserts a été déterminé par digestion avec l'enzyme de restriction Xhol (Roche, 
Laval, Canada). 
11.2. Validité de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 
La production de protéine GATA4, en culture cellulaire, par la construction 
CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 seulement en présence de la recombinase Cre a été 
validée. Pour ce faire, les cellules 293T, ensemencées dans des plaques 6 puits, ont été 
cotransfectées avec les ADNs des constructions CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 et 
plentiCre. La méthode de transfection utilisée est essentiellement la même que celle 
décrite précédemment dans la section Erreur t Source du renvoi introuvable., à la 
différence que les quantités de Lipofectamine 2000 et d' ADN ont été adaptées à la 
superficie des puits. 
11.3. Génération de souris transgéniques loxP.STOP.loxP-GATA4 et 
croisements avec les souris VilCre 
L' ADN de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 a été digéré par les 
enzymes de restriction Kpnl et Sphl (Roche, Laval, Canada). Ces digestions ont été 
réalisées pour linéariser la construction et minimiser la taille del' ADN qui sera utilisé 
pour la microinjection dans des ovocytes de souris. Le produit de digestion a été 
migré sur un gel d'agarose 1 % et la bande d'environ 6000 pb correspondant à la 
région CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 a été excisée. L'ADN a été élué du gel 
d'agarose par électroélution à 80 volts pendant 1 heure, puis purifié sur une colonne 
« Wizard DNA Clean-Up System » (Promega, San Luis Obispo, USA) selon le 
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protocole du fournisseur. L' ADN a été dosé par spectrophotométrie et son intégrité a 
été vérifiée sur gel. L' ADN (2 µg) a été envoyé à l'IRIC-Institut de recherche en 
immunologie et en cancérologie de Montréal (plate-forme financée par le RRTQ-
Réseau de recherche en transgénèse du Québec) pour microinjection d'ovocytes de 
souris non-fécondés. 
Cent souris (#580-679) sont nées suite à l'implantation des ovocytes microinjectés 
avec l'ADN CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4. La souris positive loxP.STOP.loxP-
GATA4 (#600, mâle) a été croisée avec des souris VilCre (MADISON et al, 2002). 
Les expérimentations faites avec les souns résultantes des croisements ont été 
approuvées par le Comité Institutionnel de Protection des Animaux de l'Université de 
Sherbrooke en accord avec les normes en vigueur au Conseil Canadien de Protection 
des Animaux. Les souris ont été anesthésiées avec 300 µg/g de Kétamine et 40 µg/g 
de Xylazine avant d'être sacrifiées par dislocation cervicale. Au niveau de l'intestin 
grêle, le jéjunum et l'iléon ont été prélevés ainsi que le côlon proximal. Des 
extractions de protéines et d' ARN ont été effectuées (tel que décrit dans les sections 
respectives 4.2 et 5.1). Les amorces utilisées pour l'amplification par PCR sont 
décrites dans le tableau 6. 
Les mélanges réactionnels et le protocole d'amplification sont les mêmes que ceux 
décrits pour l'amplification de la Cre (section 11.4.1). 
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5'-AAT GCG GAA GGA GGG GAT T-3' (s) 
5'-GGA GCT GCT GTG CCC ATA GT-3' (as) 
5'-CGG GTT GTT CAA ACA CCT TT-3' (s) 
5'-ACC GAG GAG AGG GTT AGG GAT-3' (as) 
5'-GGC CAT CTG CCT AGT AAA GCT-3' (s) 




Légende: a Amorces qui amplifient l'ARNm provenant de GATA4 
génomique et ectopique, b Amorces qui amplifient spécifiquement l 'ARNm 
provenant de GATA4 ectopique en s'hybridant dans la portion 3' de 
GATA4 et dans l'épitope V5, qui provient du vecteur plenti5V5adapteur, 
en aval de GATA4. (s) : oligonucléotide sens; (as) : oligonucléotide 
antisens. 
11.4. Génotypage 
Deux méthodes de génotypage ont été utilisées pour caractériser les souriceaux nés de 
l'implantation d'ovocytes microinjectés et ceux résultants du croisement de la souris 
#600 avec les souris VilCre. Il s'agit de la méthode par PCR et de la méthode par 
Southern. Dans les deux cas, l' ADN génomique des souris a été extrait à partir de 
0,5 cm de queue en utilisant le « Spin Doctor Genomic DNA isolation kit » 
(GerardBiotech, Oxford, USA). 
11.4.1. Par PCR 
Cette méthode a permis d'amplifier par PCR une région spécifique, correspondant à 
une portion de la construction intégrée (CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 ou VilCre) 
dans le génome des souris étudiées. 
Dans le cas de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4, deux séries d'amorces 
ont été utilisées. Les amorces G4gnt2 (voir Tableau 7) s'hybrident dans la région 3' 
de GATA4 et en aval du cDNA de GATA4 de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-
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GAT A4. Les amorces G4gnt8 (voir Tableau 7) s'hybrident dans la séquence du 
promoteur CMV et dans le 1er loxP de la cassette d'interruption de la transcription. 
Les amorces utilisées pour détecter la construction villine-Cre sont les suivantes : 
Cre3 et Cre5 (voir Tableau 7). 
Les mélanges réactionnels ont été préparés comme suit: pour la Taq polymerase NEB 
(New England BioLabs, Pickering, Canada), 0,5 µl d'ADN génomique de queue de 
souris ont été utilisés avec 2 µl de tampon ThermoPol buffer (New England BioLabs, 
Pickering, Canada), 0,16 µl d'un mélange de dNTP (25mM), 25 ng de chacune des 
amorces G4gnt-2, de l'eau bidistillée stérile pour compléter le volume final à 20 µlet 
finalement de 1,0 U d'enzyme. Dans le cas de la Taq maison, le mélange réactionnel 
de l'amplification était composé de 0,5 µl d' ADN génomique de queue de souris, de 
2 µl de tampon ThermoPol buffer (New England BioLabs, Pickering, Ontario, 
Canada), de 0,16 µl d'un mélange de dNTP (25 mM), de 4,3 ng de chacune des 
amorces Cre, d'eau bidistillée stérile pour compléter le volume final à 20 µl et 
finalement de 0,8 µl de polymérase Taq faite maison. Dans le cas de la Tfi DNA 
Polymerase (Invitrogen, Burlington, Canada), un microlitre d' ADN génomique de 
queue de souris a été utilisé et le mélange réactionnel a été préparé selon les 
recommandations du fournisseur. 
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Tableau 7 : Génotypage par PCR, amorces et conditions d'amplification 
G4gnt2-up 5'-CAC TCG ACG GGG CCT CTA-3' Taq 58°C 
G4gnt2-dw 5'-TCC TGAAGA ACA ACT GGG TAG AA-3' polymerase 
NEE 
l. Hot start à 94°C 
2. Dénaturation initiale : 3 min à 94°C 
3. 40 cycles : 
45 sec à 94 °C 
45 sec à Tm 
90 sec à 72°C 
4. Élongation terminale : 5 min à 72°C 
5. 4°C, oo 
G4gnt8-up 5'-ATC CAC GCT GTT TTG ACC TC -3' TjiDNA 54°C 
G4gnt8-dw 5'- GGT CGA GGG ACC TAA TAA CT -3' polymerase 
1. Hot start à 94°C 
2. Dénaturation initiale : 2 min à 94°C 
3. 40 cycles: 
30 sec à 94 °C 
30sec à Tm 
30 sec à 72°C 
4. Élongation terminale: 5 min à 72°C 
5. 4°C, oo 
Cre3 5'- CGT TCA CCG GCA TCA ACG TTT -3' Taqmaison 55°C 
Cre5 5 '- GCG GCA TGG TGC AAG TTG AAT -3' 
Protocole d'amplification: voir G4gnt8 
Légende: Pol : polymérase utilisée. Tm : Température d'hybridation pour la paire 
d'amorces. 
11.4.2. Par Southern 
Par PCR, il a été possible d'identifier que 21 souris, parmi les 100 nées suite à 
l'implantation des ovocytes microinjectés, avaient intégré la construction d'intérêt. 
L' ADN génomique de ces 21 souris a été analysé par Southern pour déterminer 
lesquelles possédaient le plus grand nombre de copies de la construction. 
1. Préparation sonde 
La sonde a été préparée à partir de l'amplification de la cassette loxP.STOP.loxP du 
vecteur pBS302, en utilisant les amorces qui ont servi au clonage de la cassette dans 
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le vecteur TOPO blunt (LOXSTOPUPSPEI et LOXSTOPDW). L'amplification a été 
réalisée avec la polymérase HotStart PFU Ultra (Stratagene Cloning Systems, La 
Jolla, Californie) et 1 OO ng d' ADN du vecteur pBS302. Le mélange réactionnel utilisé 
comportait les mêmes composants et les mêmes proportions que celui décrit dans la 
section 7.1. Le protocole d'amplification utilisé .est le même que celui décrit à la 
section 11.1.1. 
50 ng d' ADN amplifié et purifié par un tamisage sur laine minérale, tel que décrit à la 
section 7.1, ont été utilisés pour réaliser la sonde radioactive, en utilisant la trousse 
« Rediprime Il DNA Labeling system» (Amersham Biosciences, Piscataway, USA). 
Le protocole utilisé est celui fourni par le détaillant. Succinctement, le volume de 
l'échantillon d' ADN a été complété à 45 µl avec de l'eau. L' ADN a été dénaturé à 
95°C pendant 5 minutes, puis refroidi immédiatement sur glace pendant 5 minutes. 
L' ADN dénaturé a été transféré au tube réactionnel Rediprime Il et 3 µl de [a-32P] 
dCTP ont été ajoutés. Le tout a été mélangé puis incubé à 3 7°C pendant 30 minutes. 
La sonde a été purifiée en la centrifugeant sur une colonne « illustra ProbeQuant™ 
G-50 Micro Columns » (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) selon le protocole 
du fournisseur. Finalement, l'activité de la sonde a été déterminée par décompte 
radioactif dans un compteur à scintillation. 
Il. Digestion ADN génomique 
La technique a été effectuée essentiellement comme décrit dans le Sambrook 
(SAMBROOK et RUSSELL, 2001 ). Brièvement, 10 µg d' ADN génomique de chaque 
souris pré-identifiées ont été digérés par l'enzyme de restriction Xhol (Roche, Laval, 
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Canada). Pour ce faire, l' ADN a tout d'abord été mélangé au tampon correspondant et 
au volume d'eau approprié et les mélanges ont été incubés 2 heures à 4°C. 15 U 
d'enzyme ont été ajoutées et les échantillons ont été mélangés à 4°C pendant 
2 minutes. Les échantillons ont ensuite été incubés à 37°C pendant 25 minutes, puis 
encore 15 U d'enzyme ont été rajoutées aux mélanges. La digestion a été poursuivie 
pour 8 heures à 37°C. Ensuite, l' ADN a été précipité à l'acétate de sodium 3M pH 5,2 
et éthanol 100 %, et resuspendu dans 10 µl d'eau. 
III. Séparation ADN sur gel d'agarose 
Un gel d'agarose 0,7 % dans du tampon TAE IX, sans bromure d'éthidium, a été 
utilisé pour séparer les ADNs génomiques digérés. Les échantillons d' ADNs ont 
d'abord été dénaturés à 70°C pendant 5 minutes, puis placés immédiatement sur glace. 
1 µl de tampon de chargement (Bleu de bromophénol 0,25 %, Xylène cyanol 0,25 % 
et 30 % glycérol) a été ajouté aux échantillons et le gel a été migré à bas voltage : 
1 heure à 40 volts, 1 heure à 80 volts et 3 h 30 min à 1 OO volts. Comme contrôle 
positif la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GAGTA4 digérée Xhol a été migrée à 
deux dilutions différentes (1/20 et 1/10). 
IV. Dénaturation in situ de I' ADN migré 
Le gel a été agité doucement dans une solution 0,2 M HCl à TP pendant 10 minutes 
(dépurination). Il a ensuite été rincé 1 fois avec de l'eau. Puis le gel a été agité 
doucement dans une solution 0,4M NaOH, pendant 15 minutes à TP à trois reprises 
(neutralisation) 
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V. Transfert del' ADN du gel à la membrane de nylon 
L' ADN a été transféré du gel à une membrane de transfert en nylon Nytran N 
(Whatman Schleicher & Schuell, PROTEIGENE, France), dans le tampon de transfert 
SSC 20X (3,0 M NaCl, 0,3 M sodium citrate). Le transfert a été effectué par 
capillarité OIN en utilisant un montage en sandwich tel que décrit dans le Sambrook 
(SAMBROOK et RUSSELL, 2001). 
VI. Fixation de l' ADN sur la membrane 
Le montage de transfert a été défait en prenant soin de marquer au crayon de plomb 
sur la membrane l'emplacement des puits du gel. La membrane a été asséchée 
brièvement sur du papier absorbant et l' ADN a été fixé sur la membrane en 
soumettant cette dernière à des rayons UV pendant 2 minutes. 
VII. Pré-hybridation de la membrane 
La solution d'hybridation « ULTRAhyb Ultrasensitive Hybridization 
Bu/fer» (Ambion, Streetsville, Canada) a été préchauffée à 68°C pour dissoudre les 
précipités. La membrane a été hydratée au besoin pendant 1-2 minutes dans de l'eau 
et elle a été préhybridée dans 10 ml de solution d'hybridation pendant 30 minutes à 
42°C. 
VIII. Hybridation de la membrane avec la sonde 
La sonde a été dénaturée à 95°C pendant 5 minutes, puis placée immédiatement sur 
glace pendant 5 autres minutes. 106cpm/ml de sonde ont été ajoutés au sac contenant 
la membrane et la solution d'hybridation, et le tout a été incubé OIN à 42°C. 
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IX. Lavage de la membrane et exposition K-screen 
La membrane hybridée a été lavée dans une solution SSC 2X, 0,1 % SDS, à 42°C 
pendant 5 minutes à deux reprises. Puis elle a été lavée dans une solution SSC 0,lX, 
0,1 % SDS à 42°C pendant 15 minutes à deux reprises. La membrane a été placée 
dans une cassette d'exposition (Kodak screen) (Biorad, Mississauga, Cànada) durant 
trois jours. L'écran a ensuite été révélé en utilisant l'appareil Molecular Imager FX 
(Biorad, Mississauga, Canada). 
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Résultats 
Les résultats présentés dans ce mémoire découlent entièrement de mon travail effectué 
majoritairement au cours de ma maîtrise et pendant mes deux stages réalisés en 2004 
· et 2005 dans le laboratoire du professeur François Boudreau. 
1. Interférence à l' ARN pour GATA4 
Le facteur de transcription GATA4 régule l'expression de gènes tissus spécifiques. Il 
existe plusieurs membres de la famille des facteurs GATA, présentant chacun des 
patrons spécifiques d'expression. À cet effet, au niveau de l'épithélium intestinal, 
GA TA4 est le membre majeur et est retrouvé principalement exprimé dans les cellules 
différenciées des villosités. À ce niveau, GATA4 régule la transcription de gènes 
utilisés comme marqueurs de la différenciation. L'objectif principal de ce projet de 
recherche consiste à approfondir le rôle de GATA4 au sein de l'épithélium intestinal, 
par l'identification de nouveaux gènes cibles de ce facteur de transcription. Le modèle 
de différenciation de cellules épithéliales intestinales provenant d'iléon de rat 
IEC-6/Cdx2 a été utilisé pour ce projet. Ce modèle cellulaire est dérivé des cellules 
indifférenciées et cryptales IEC-6 et contrairement à ces dernières, les cellules 
IEC-6/Cdx2 montrent une forte expression de GATA4, facteur GATA majoritaire de 
ces cellules (BOUDREAU, données non publiées). 
Pour nous permettre l'identification de nouveaux gènes cibles de GAT A4, une 
approche par interférence à l' ARN fut utilisée pour réduire l'expression de GATA4 
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dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6/Cdx2. Puis, une étude différentielle 
par criblage de micropuces à ADN a été effectuée dans des cultures shGA TA4 à court 
terme pour identifier des cibles potentiellement directes de GATA-4. 
Des tests de validité de réduction de l'expression de GATA4, à l'aide des trois 
shRNA clonés (#1, 2 et 3), ont été réalisés dans les cellules IEC-6/Cdx2. Les résultats 
d'imrnunobuvardage ont montré une réduction variable des niveaux protéiques de 
GATA4 selon le shRNA utilisé. La meilleure diminution étant d'environ 50 à 75 % 
obtenue avec le shGATA4 #3 (Fig. 10). 
Les outils shGATA4 #1 et #3, les deux plus efficace en culture à court terme pour la 
diminution de l'expression de GATA4, se sont également avérés efficace dans une 
culture à long terme, c'est-à-dire jusqu'à 20 jours de culture des cellules IEC-6/Cdx2 
(Fig. 1 la). Ces cultures ont également démontré une stabilité dans l'expression de 
Cdx2 et de PPARy, deux marqueurs de différenciation reconnus de l'épithélium 
intestinal (Fig. 1 la). De plus, les mêmes outils shRNA se sont avérés être efficace 
également dans un modèle de co-culture, qui consiste à cultiver les cellules 
IEC-6/Cdx2 sur des cellules mésenchymateuses isolées d'intestin de fœtus humain 
(LUSSIER et al, 2007). Deux co-cultures indépendantes ont démontré le potentiel 
réduit d'expression de GATA4 sous l'action des constructions intégrées de 
shGATA4 #1 et #3 (Fig. llb). L'expression de Cdx2, dans ces conditions de 
co-cultures, a montré une diminution d'expression en présence du shGATA4 #3, ce 
shRNA étant celui avec la plus forte efficacité (Fig. 11 b ). 
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Figure 10. Diminution de l'expression de GATA4 dans les cellules IEC-6/Cdx2 
shRNA(GATA4) 
Immunobuvardage de type western, avec un anticorps spécifique contre GAT A4, 
permettant d'évaluer la diminution du niveau protéique de GATA4 dans les cellules 
IEC-6/Cdx2 grâce à l'outil shGATA4 #3. Les extraits protéiques utilisés proviennent 
d'extraction de protéines totales réalisées sur les cultures shGATA4 #3 et sur les 
cultures contrôles lenti vide et sans infection, 4 jours après l'infection. Toutes les 
conditions de cultures ont été induites à la différenciation par ajout d'IPTG au milieu 
de culture, 2 jours après l'infection. L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la 








Figure 11. Expression de GATA4, Cdx2 et PPARy dans différentes conditions de 
cultures à long terme des cellules IEC-6/Cdx2 shGA TA4 
A) Culture des cellules IEC-6/Cdx2 shGATA4 effectuée sur plastique. 
Immunobuvardage de type western, avec un anticorps spécifique dirigé contre 
GATA4, réalisé avec les extraits protéiques totaux de cellules IEC-6/Cdx2 non 
infectées ou infectées avec shEGFP, shGATA4 #1 ou shGATA4 #3. Toutes les 
cellules ont été induites à la différenciation, par l'ajout d'IPTG au milieu de culture 2 
jours après les infections et les extraits ont été réalisés 10 ou 20 jours après ces mêmes 
infections. La même membrane a été utilisée pour l'immunobuvardage avec les 
anticorps contre GATA4, Cdx2 et PPAR y. L'actine a également été visualisée afin de 
s'assurer de la constance des quantités de protéines migrées. 
B) Co-culture des cellules IEC-6/Cdx2 shGA T A4. Immunobuvardage de type 
western, avec un anticorps spécifique dirigé contre GAT A4, réalisé avec les extraits 
protéiques totaux de co-cultures (cellules IEC-6/Cdx2 cultiv.ées sur les lignées des 
cellules mésenchymateuses #2221 ou #2216) non infectées ou infectées avec shEGFP, 
shGATA4 #1 ou shGATA4 #3. Les extraits ont été réalisés 10 jours après les 
infections. La même membrane a été utilisée pour l'immunobuvardage avec les 
anticorps contre GATA4 et Cdx2. L'actine a également été visualisée afin de s'assurer 
de la constance des quantités de protéines migrées. 
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2. Identification de nouvelles cibles potentielles de GATA4 
Une cinétique à court terme a été réalisée, en triplicata, pour permettre l'identification 
de nouvelles cibles de GATA4 par analyse de micropuces d'ADN Ajfymetrix. Des 
cellules IEC-6/Cdx2 ont été infectées par le shGATA4 #3 ou par le vecteur lentiviral 
vide comme population contrôle. Deux jours après l'infection, les cellules ont été 
induites à la différenciation par ajout d'IPTG au milieu de culture. Enfin, deux jours 
après cette induction, des extraits d' ARN ont été effectués sur les deux populations de 
cellules. Afin de valider la baisse des niveaux d' ARNm de GATA4 dans les cultures 
shGATA4, une analyse par Q-PCR a été réalisée, montrant une diminution de ces 
niveaux de 57 % comparativement aux cultures contrôles (Fig. 12a). Les extraits 
d 'ARN validés, et dont l'intégrité a aussi été vérifiée sur gel, ont alors été utilisés 
pour le criblage de m1cropuces contenant 30 000 séquences distinctes 
d'oligonucléotides du génome de rat. Cette analyse a permis d'identifier au total 13 
cibles potentielles de GATA4 (Fig. 12b). Parmi ces cibles, quatre, dont les variations 
d'expression étaient plus importantes, ont été sélectionnées pour validation. 
L'expression à court et long terme, des gènes PAPI, PAPIII, NCAMl et GPX2, a été 
déterminée par RT-PCR dans les cellules IEC-6/Cdx2 shGATA4 #1 et #3 ainsi que 
dans les cellules contrôles IEC-6/Cdx2 de base et IEC-6/Cdx2 infectées avec le 
vecteur lentiviral vide. Les transcrits des gènes PAPI et PAPIII ont montrés une 
induction maintenue de l'expression au cours de la différenciation des cellules 
IEC-6/Cdx2 de base, de jour 5 à jour 20. Tandis que dans les conditions shGATA4 
(#1 et #3), l'expression de ces transcrits diminue fortement jusqu'à l'abolition presque 
totale dans le cas de PAPI à jour 20 (Fig. 13). Pour ce qui est de l'expression des 
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Figure 12. Analyse Affymetrix comparative entre les conditions de culture plenti 
vide et shGATA4 #3 dans les cellules IEC-6/Cdx2 
A) Validation des ARNs utilisés. PCR quantitatif (Q-PCR) permettant d'évaluer la 
diminution d' ARNm GATA4 dans les extraits cellulaires utilisés pour l'analyse 
Affymetrix. Les extraits d' ARN proviennent de cultures de cellules IEC-6/Cdx2 
infectées par l'outil shGATA4 #3 ou le vecteur lentiviral vide et réalisées en triplicata. 
L'extraction d' ARN a été effectuée 4 jours suivant l'infection et les cellules ont été 
induites à la différenciation par ajout d'IPTG au milieu de culture 2 jours après 
l'infection. Les résultats obtenus en triplicata sont rapportés en termes de ratio 
d'induction d'expression (moy ±SEM) par rapport au contrôle d'infection plenti vide 
(P<0,05). Les niveaux d'expression du gène HPRT ont été utilisés comme références 
pour ajuster les quantités d' ARN utilisées dans chaque échantillon. 
B) Résultats de l'analyse Affymetrix. Ce tableau répertorie le nom des cibles 
potentielles de GATA4 suite à l'analyse différentielle d'une micropuce à ADN 
contenant 30 000 séquences distinctes d'oligonucléotides du génome de rat. L'analyse 
a été effectuée en triplicata avec une population de cellules IEC-6/Cdx2 infectées par 
l'outil shGATA4 #3 comparativement à une population contrôle de cellules 
IEC-6/Cdx2 infectées par le vecteur lentiviral vide. L'analyse a été effectuée avec les 
paramètres suivants: modulation de plus de 2 fois avec une probabilité de 0.05. Selon 
ces critères, neuf cibles ont été identifiées avec une variation à la baisse, dont 

































• plenti vide • shGATA4#3 
Nom gène 
Pancreatitis-associated protein 1 (PAPI) 
Pancreatitis-associated protein Ill (PAPlll) 
Glutathione peroxydase 2 (GPX2) 
JNK inhibitory kinase (JIK) 
Guanine nucleotide binding protein 12 (Gng12) 
FH 1/FH2 domains-containing prote in Formin 
homologue 
RAB3A interacting protein (Rabin 3) 
Predicted similar to LIM cell antigen-like domains 1 
GATA-4 
Neural cell adhesion molecule 1 (NCAMl) 
Low density lipoprotein related protein 6 
Predicted F-box protein 28 
Similar to RIKEN cDNA 2010005013 


















Total : 13 cibles identifiées (sur une possibilité de + 30 000 séquences distinctes 
d' oligonucléotides) 
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Figure 13. Validation des cibles PAPllI et PAPI dans une cinétique de culture de 
cellules IEC-6/Cdx2 shGAT A4 à long terme 
RT-PCR semi-quantitatif, réalisé avec les extraits d' ARN de cellules IEC-6/Cdx2 non 
infectées ou infectées avec le vecteur lentiviral sans portion sh (plenti vide) ou avec 
les vecteurs shGATA4 #1 et shGATA4 #3. Toutes les cellules ont été induites à la 
différenciation, par ajout d'IPTG au milieu de culture 2 jours après les infections et 
les extraits ont été réalisés 0, 5, 10 ou 20 jours après les infections. L'amplification a 
été réalisée en parallèle avec des amorces pour l'analyse de l'expression de PAPIII et 
PAPI. L'expression du gène HPRT a également été analysée afin de s'assurer de la 
constance des quantités d' ARN utilisées. Les résultats sont représentatifs d'une 
cinétique effectuée en simplicata. 
JO J5 JlO J20 
123 4 123 4 123 4 123 4 
PAPlll -- ·· --
PAPI -- - --
HPRT ..---------
1=1 EC-6/Cdx2; 2=plenti vide; 3=shGATA4 #1; 4=shGATA4 #3. 
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Figure 14. Analyse quantitative de l'expression du gène PAPI dans des cinétiques 
de culture de cellules IEC-6/Cdx2 à long terme 
A) Détection par PCR quantitatif (Q-PCR) de l 'ARNm de PAPI dans des extraits 
d'ARN de cellules IEC-6/Cdx2 infectées avec shEGFP ou avec shGATA4 #1 ou #3. 
Les cellules ont été induites à la différenciation, par ajout d'IPTG au milieu de culture 
2 jours après les infections et les extraits ont été réalisés 5, 10, 20 et 32 jours après les 
infections. Les résultats obtenus sont rapportés en termes de pourcentage d'expression 
par rapport à la condition shEGFP J32 établie à 100 %, car les niveaux d'expression à 
jour 0 étaient tous indétectables. Les niveaux d'expression du gène TBP ont été 
utilisés comme références pour ajuster les quantités d' ARN utilisées dans chaque 
échantillon. Les résultats sont représentatifs d'une cinétique effectuée en simplicata. 
B) Détection par PCR quantitatif (Q-PCR) de l'ARNm de PAPI dans des extraits 
d' ARN de cellules IEC-6/Cdx2 infectées avec le vecteur lentiviral sans portion sh 
(plenti vide) ou avec shGA TA4 #1. Les cellules ont été induites à la différenciation, 
par ajout d'IPTG au milieu de culture 2 jours après les infections et les extraits ont été 
réalisés 4, 10 et 18 jours après les infections. Les résultats obtenus sont rapportés en 
termes d'induction d'expression par rapport au contrôle plenti vide J4. Les niveaux 
d'expression du gène TBP ont été utilisés comme références pour ajuster les quantités 
d 'ARN utilisées dans chaque échantillon. Les résultats sont représentatifs d'une 
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transcrits des gènes NCAMl et GPX2, aucune corrélation avec l'expression de 
GATA4 n'a été observée (résultats non montrés). 
Pour obtenir une analyse quantitative de l'expression du gène validé PAPI, une étude 
par Q-PCR a été réalisée. Cette étude a montré, que pour deux cinétiques à long terme 
de cultures de cellules IEC-6/Cdx2 shGATA4 indépendantes, l'expression de PAPI 
est diminuée radicalement en comparaison avec les cultures contrôles (Fig. 14). 
3. Dépendance de l'expression du gène PAPI en fonction de GATA4 
Pour étudier la réversibilité de l'expression du gène PAPI en fonction de la présence 
du facteur de transcription GATA4, une expérience nommée « récupération 
GATA4 » a été réalisée. Cette expérience a pour but de rétablir l'expression de 
GA TA4 dans les cellules IEC-6/Cdx2 ayant subi une baisse de l'expression de cette 
protéine grâce à l'outil d'interférence à l'ARN. 
Pour ce faire, une construction d'expression d'un ADNc GATA4 muté, nommée 
mutG4, a été réalisée dans le vecteur rétroviral pBabepuro (Fig. 15a). L'ARNm, 
résultant de l'expression de la construction mutG4, comporte 6 mutations ponctuelles, 
au sein de la région reconnue spécifiquement par le shGATA4 #3. Ces mutations 
empêchent la reconnaissance base à base du sh sur cet ARNm., bloquant donc la 
dégradation de ce dernier et la régulation négative de l'expression de la protéine 
d'intérêt. À cet effet, la protéine GATA4 formée contient la même séquence d'acides 
aminés que la protéine native, donc aucune différence de structure n'existe entre ces 
deux protéines. Un immunobuvardage de type western a été réalisé sur des extraits de 
protéines totales de cellules 293T transfectées avec la construction mutG4 ou le 
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Figure 15. Réversibilité de l'expression de GATA4 
A) Mutagénèse dirigée par PCR. Schéma de la position des oligonucléotides utilisés 
pour effectuer la mutagénèse par PCR dans le but d'inclure 6 mutations ponctuelles au 
sein du cDNA de GATA4, dans la région ciblée par le shGATA #3. 
B) Validité de l'outil« récupération GATA4 ». Immunobuvardage de type western 
effectué avec un anticorps spécifique dirigé contre GATA4 pour valider la production 
d'une protéine GATA4 par la construction pBabepuro/mutG4. Les extraits utilisés 
proviennent d'extractions de protéines totales réalisées sur des cellules 293T, 2 jours 
après leur transfection avec la construction rétrovirale pBabepuro/mutG4, le vecteur 
contrôle pBabepuro ou un vecteur de surexpression de GA TA4 (contrôle positif de 
l'expression de GATA4, Ctr+). Comme contrôle négatif des extraits de protéines 
totales de cellules 293T non-transfectées ont été utilisées. L'actine a été visualisée 
afin de s'assurer de la constance des quantités de protéines migrées. Les résultats sont 
représentatifs d'une cinétique. 
C) Expérience «récupération GATA4 » dans les cellules IEC-6/Cdx2. 
Irnrnunobuvardage de type western effectué sur les extraits de protéines totales de 
l'expérience de «récupération GATA4 », avec un anticorps spécifique dirigé contre 
GATA4. Neuf différentes conditions de culture ont été utilisées (voir texte). Des 
protéines extraites de cellules 293T transfectées avec un vecteur de surexpression de 
GATA4 ont été utilisées comme contrôle positif de l'expression de GATA4 (Ctr+). 
L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la constance des quantités de protéines 
migrées. Les résultats sont représentatifs d'une cinétique. 
A shGATA4 '113 
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vecteur rétroviral pBabepuro vide et de cellules 293T non-transfectées. Cette 
expérience a montré l'expression d'une protéine de la même taille que GATA4, dans 
la condition de transfection mutG4 (Fig. l 5b ). 
Cette construction a ensuite été utilisée pour réaliser l'expérience «récupération 
GATA4 ». L'expérience prévoit deux infections consécutives des cellules 
IEC-6/Cdx2 ; une première par le lentivirus shGA TA4 #3, pour induire la réduction 
d'expression de GATA4 et une deuxième par le rétrovirus mutG4, pour rétablir 
l'expression du facteur. Nous avons utilisé un vecteur rétroviral pour le clonage de 
l' ADNc mutG4, pour limiter la possibilité de résistance des cellules à une deuxième 
infection par le même type de virus. Nous avons planifié l'expérience en tenant 
compte que les rétrovirus, au contraire des lentivirus, ne peuvent infecter que les 
cellules en prolifération, donc des cellules qui n'ont pas encore atteint la confluence. 
Les cellules IEC-6/Cdx2, à environ 10 % de confluence, ont donc été infectées par les 
virus lentiviraux shGATA4 #3 et shEGFP comme contrôle. Aussi une partie des 
cellules n'a pas subi d'infection lentivirale. Une heure après l'infection lentivirale, 
toutes les cellules ont été induites à la différenciation par ajout d'IPTG au milieu de 
culture. Deux jours plus tard, les trois populations de cellules IEC-6/Cdx2 (shG4, 
shEGFP et sans lenti), à environ 25 % de confluence, ont été utilisées pour les 
infections rétrovirales suivantes : pBabepuro/mutG4 et pBabepuro (rétro vide) comme 
contrôle. Aussi, une partie des trois populations d'infection lentivirale n'a pas subi 
d'infection rétrovirale. Ainsi, à la fin du processus d'infection nous avions donc neuf 
conditions de culture différentes : trois conditions shGATA4, dont une sans rétro, une 
avec rétro vide et une avec rétro/mutG4 ; trois conditions shEGFP, dont une sans 
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rétro, une avec rétro vide et une avec rétro/mutG4 ; et trois conditions sans lenti, dont 
une sans rétro, une avec rétro vide et une avec rétro/mutG4. Des extraits de protéines 
totales ont été effectués 12 jours après les infections rétrovirales et une expérience 
d'immunobuvardage de type western a été réalisée avec ces extraits. Une forte 
compensation de l'expression de GATA4 a été observée dans la condition 
shGATA4 #3 + mutG4 (Fig. 15c). Cependant, dans ce contexte expérimental, 
l'expression en ARNm de PAPI, analysée par Q-PCR, a montré des niveaux élevés et 
constants sans lien avec l'expression de GATA4 (résultats non montrés). 
4. Analyse du promoteur PAPI de rat 
L'effet inhibiteur de shGATA4 sur l'expression génique de PAPI, nous suggère 
l'existence d'une régulation transcriptionnelle de GATA4 sur le promoteur de ce 
gène. Nous nous sommes donc intéressés à la caractérisation du promoteur du gène 
PAPI en relation avec GATA4. L'étude détaillée du promoteur de ce gène, chez le rat, 
fut effectuée sur une zone limitée aux 1260 pb en amont du site d'initiation de la 
transcription, afin d'explorer si cette région pouvait contenir des motifs de liaison 
pour le facteur de transcription GATA4. Par analyse informatique avec l'aide du 
logiciel Mathlnspector (http://www.genomatix.de/cgi-bin/./eldorado/main.pl), huit 
sites GAT A potentiels ont été identifiés sur le promoteur du gène PAPI de rat et ont 
été numérotés de I à VIII (Fig. 16a). Aussi, cette analyse nous a permis d'identifier 
des sites potentiels d'interaction pour HNFl, CDP, Cdxl et Cdx2 (Fig. l 6a). HNFla 
et Cdx2 sont des partenaires connus d'interaction avec·GATA4 dans la transcription 
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de gènes intestinaux tels que les gènes de la sucrase-isomaltase (BOUDREAU et al, 
2002) et de la lactase (van WERING et al, 2004). 
Ensuite, les huit sites GA TA prédits ont été analysés séparément par gel de rétention, 
pour déterminer le potentiel in vitro de GA TA4 à lier ces éléments. Pour ce faire, des 
transfections d'un vecteur d'expression de GATA4 (pcDNA/GATA4) et d'un vecteur 
contrôle (pcDNA) ont d'abord été réalisées dans les cellules 293T. Des extraits 
d'enrichissement des protéiques nucléaires ont ensuite été préparés et validés par 
immunobuvardage de type western (Fig. 16b) pour démontrer la production de la 
protéine GAT A4. Ces extraits ont par la suite été utilisés pour réaliser les tests 
d'interaction avec sept sondes GATA représentant les huit sites potentiels GATA de 
la région promotrice de PAPI à l'étude. Les tests d'interaction ont été réalisés soit 
sans extrait (condition 1) ou avec les extraits pcDNA comme contrôle (condition 2) ou 
avec les extraits pcDNA/GATA4 (condition 3). Les huit sites ont démontré un 
potentiel d'interaction avec GATA4, comme on peut le voir dans les conditions 3, 
dont cinq beaucoup plus fortement, soit les sites II, V, VI, VII et VIII (Fig. 17). 
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Figure 16. Analyse du promoteur du gène PAPI de rat 
A) Schéma des sites d'interaction potentielle du promoteur du gène PAPI. 
Analyse informatique par le logiciel Mathlnspector d'une portion de 1260 pb en 
amont du site d'initiation de la transcription du gène PAPI de rat. Cette portion 
promotrice contient huit sites potentiels d'interaction pour GATA, ainsi que quatre 
sites potentiels d'interaction pour HNFI, un pour CDP, un pour Cdxl et un pour 
Cdx2. 
B) Production de protéine GATA4 in cellulo. Immunobuvardage de type western, 
réalisé sur des extraits d'enrichissement de protéines nucléaires provenant de la 
transfection de cellules 293T par un vecteur d'expression de GATA4 
(pcDNNGA T A4) ou un vecteur contrôle (pcDNA ), avec un anticorps spécifique 
contre GATA4. Des protéines extraites de cellules 293T transfectées avec un vecteur 
de surexpression de GATA4 ont été utilisées comme contrôle positif de l'expression 
de GATA4 (Ctr+). L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la constance des 
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Figure 17. Analyse des huit sites potentiels GATA sur le promoteur du gène 
PAPI de rat par gel de rétention 
Les extraits protéiques migrés à la figure l 6b ont été utilisés pour réaliser les tests 
d'interaction avec sept sondes GATA différentes, représentant les huit sites potentiels 
d'interaction GATA sur le promoteur du gène PAPI. Pour la condition 1, les tests 
d'interaction ont été réalisés sans extrait protéique, dans la condition 2, ils ont été 
réalisés avec les extraits pcDNA, tandis que la condition 3 représente les tests 
d'interaction réalisés avec les extraits pcDNA/GATA4. Les bandes dans le bas du gel 
représentent les sondes libres non liées par les protéines d'intérêts. Comme contrôle 
négatif de migration (C-), le tampon de chargement (LB) a été migré seul. 
L'astérisque représente les complexes de rétention formés entre les sondes GAT A et 
la protéine GATA4, retrouvés principalement dans les conditions 3. Les résultats sont 
représentatifs d'une expérience. 
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c-
5. Analyse de l'activité transcriptionnelle de GATA4 sur le 
promoteur PAPI de rat 
Pour vérifier le potentiel de GATA4 à réguler la transcription du gène PAPI, des 
essais transcriptionnels ont été réalisés en utilisant différentes portions du promoteur 
de ce gène, couplés au gène rapporteur de la luciférase. Le vecteur pGL3 basic fut 
utilisé et les différentes portions du promoteur de rat de PAPI y ont été clonées, dans 
le site de clonage multiple entre les sites enzymatiques MluI et XhoI. Cinq 
constructions ont été réalisées, chacune comportant une section de plus en plus petite 
du promoteur à l'étude. La construction 1 comprend le promoteur complet de 
1260 pb, donc les cinq sites de forte liaison de GATA4; la construction 2 comprend 
les sites de liaison GAT A V à VIII ; la construction 3 comprend les sites VI à VIII ; la 
construction 4 les sites VII et VIII ; puis la construction 5 est un petit promoteur 
comprenant seulement le site GATA VIII (Fig.18). 
Pour réaliser les essais transcriptionnels prévus, nous voulions, idéalement, utiliser 
une lignée de cellules épithéliales intestinales, pour reproduire plus fidèlement le 
contexte cellulaire où se produit l'action de GATA4 sur le promoteur du gène PAPI. 
Nous ne pouvions utiliser les cellules IEC-6/Cdx2 car leur potentiel de transfection est 
beaucoup trop faible. Nous avons tenté des cotransfections dans les cellules IEC-6. Il 
s'est avéré, cependant, que nous n'avons pu obtenir d'activation transcriptionnelle 
dans ces cellules. Nous nous sommes alors tournés vers les cellules Caco-2/15, qui 
proviennent d'adénocarcinome humain et qui sont reconnues pour avoir une bonne . 
efficacité de transf ection. 
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Figure 18. Schéma des différentes constructions du promoteur du gène PAPI 
utilisées dans les essais transcriptionnels 
À partir de la portion de 1260 pb en amont du site d'initiation de la transcription du 
gène PAPI, cinq constructions du promoteur PAPI de rat (prom.PAP#l à 5), couplées 
au gène rapporteur de la luciférase, ont été créées dans le vecteur pG13basic .. La 
première, appelée «promoteur complet», contient les cinq sites d'interaction forte 
pour GATA4, soit les sites II, V, VI, VII et VIII. La deuxième construction contient 
quatre sites GATA (V à VIII), la troisième en contient trois (VI à VIII), la quatrième 




VI VII VIII 
V 
2 
VI VII VIII 
3 
VI VII VIII 
4 
VII VIII 
5 Petit promoteur 
Légende 
ij HNF1 CDP Cdx2 
0 GATA 1 Cdxl 
90 
Les essais transcriptionnels suivants ont été réalisés dans les cellules Caco-2/15 
confluentes. L'utilisation de la construction 1 (sites II, V-VIII), soit le promoteur 
complet (Fig. 19a), a tout d'abord permis de déterminer le potentiel d'activation 
transcriptionnelle du facteur de transcription GATA4 sur le promoteur PAPI de rat, et 
ce, de façon quantité dépendante (Fig. 19b ). L'utilisation d'une quantité de GATA4 
de 400 ng a montré une stimulation maximale de l'activité transcriptionnelle, soit de 
1.82 fois supérieure à l'activité obtenue sans la présence de GATA4. Ensuite, nous 
avons analysé si le potentiel d'activation transcriptionnelle du promoteur PAPI 
pouvait dépasser ce facteur de 1.82 fois, en combinant la présence de GATA4 avec un 
de ces partenaires d'interaction reconnus, soit Cdx2. Des essais transcriptionnels ont 
donc été réalisés dans cette optique, en utilisant la construction 1, soit le promoteur 
complet dans quatre différentes conditions, soit 1) sans facteur, 2) avec GATA4, 3) 
avec Cdx2 et 4) avec GATA4 et Cdx2. Les résultats nous montrent une hausse plus 
marquée de l'activation transcriptionnelle en présence d'une surexpression Cdx2 
(3.21 fois) qu'en présence de GATA4 (1.82 fois). Nous observons un effet synergique 
en présence d'une surexpression combinée de GATA4 et Cdx2 (Fig. 19c). 
Nous avons également effectué des essais transcriptionnels, dans les mêmes 
conditions, en utilisant les constructions 2, 3 et 4. Les résultats obtenus pour la 
construction 2 montrent une activation transcriptionnelle semblable en présence de 
GAT A4 ou d'une surexpression de Cdx2, et suggère un effet additif lors de la 
présence combinée de GATA4 et Cdx2 (Fig. 20a). Les essais réalisés avec la 
construction 3, quant à eux, ne montrent pas d'activation transcriptionnelle 
appréciable pour aucune des conditions (Fig. 20b ). Les résultats obtenus lors de 
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l'utilisation de la construction 4, montrent un retour de l'activation transcriptionnelle, 
avec un effet plus fort pour la surexpression de Cdx2 que pour GA TA4, et suggère un 
effet additiflors de la présence combinée de ces facteurs de transcription (Fig. 20c). 
Finalement, nous avons utilisé le petit promoteur (Fig. 21) pour analyser le potentiel 
transcriptionnel combiné de Cdx2 et de GATA4 sur le promoteur PAPI. Cette 
construction ne comporte qu'un site de liaison pour GATA4 et aucun site potentiel de 
liaison pour Cdx2. Les résultats nous ont montré un effet synergique pour l'activation 
transcriptionnelle de cette portion de promoteur du gène PAPI en présence combinée 
de GATA4 et Cdx2. 
Des immunobuvardages de type western ont été réalisés sur les extraits combinés des 
triplicatas pour chacun des essais transcriptionnels effectués (Fig. 19, 20 et 21). Ils ont 
permis de valider les inductions d'expression des facteurs de transcription à l'étude, 
soit GATA4 et Cdx2. À ce sujet, nous avons remarqué une baisse systématique de 
l'expression de GATA4 lors de son expression combinée avec une surexpression du 
facteur Cdx2. 
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Figure 19. GAT A4 et Cdx2 activent la transcription du promoteur PAPI 
A) Schéma de la construction PAP#l. Le promoteur PAP#l est couplé au gène 
rapporteur de la luciférase et clonée dans le vecteur pG13basic. 
B) Essais transcriptionnels en présence d'une quantité croissante de GATA4. Des 
cellules Caco-2/15 confluentes ont été cotransfectées en utilisant la Lipofectamine 
2000 avec la construction PAP#l ou le vecteur vide pGL3basic, en plus de 
SV40-Renilla, et différentes quantités d'un vecteur d'expression pour GATA4 (G4: 0 
à 400 ng). Les résultats représentent une seule expérience effectuée en triplicata. 
C) Essais transcriptionnels en présence de GA TA4 et Cdx2. Utilisation des 
conditions expérimentales expliquées en B avec cette fois différentes combinaisons 
des vecteurs d'expression pour GATA4 (G4: 200 ng) et Cdx2 (50 ng). Les résultats 
sont représentatifs de trois expériences effectuées en triplicata. 
Pour B et C) Les résultats obtenus en triplicata sont rapportés en termes d'induction 
de l'activité (moy ± SEM) par rapport à la condition de transfection sans facteur de 
transcription et sont rationalisés par rapport à l'activité de base obtenue avec les 
constructions pGL3basic sans promoteur ajouté. Les niveaux d'expression des 
facteurs de transcription GATA4 et Cdx2 ont été validés par imrnunobuvardage de 
type western, avec les anticorps spécifiques contre chacun des facteurs de 
transcription, sur une combinaison des triplicatas des extraits des différentes 
conditions. L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la constance des quantités de 
protéines migrées. 
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Figure 20. GA TA4 et Cdx2 régulent différemment la transcription du promoteur 
PAPI selon la région promotrice analysée 
A) Construction PAP#2. Des cellules Caco-2/15 confluentes ont été cotransfectées 
en utilisant la Lipofectamine 2000 avec la construction PAP#2 ou le vecteur vide 
pGL3basic, en plus de SV 40-Renilla, et différentes combinaisons des vecteurs 
d'expression pour GATA4 (G4: 200 ng) et Cdx2 (50 ng). Les résultats sont rapportés 
en termes d'induction de l'activité (moy ± SEM) par rapport à la condition de 
transfection sans facteur de transcription et sont rationalisés par rapport à l'activité de 
base obtenue avec les constructions pGL3basic sans promoteur ajouté. Les résultats 
sont représentatifs d'une seule expérience effectuée en triplicata. 
Les mveaux d'expression des facteurs de transcription GATA4 et Cdx2 ont été 
validés par immunobuvardage de type western, avec les anticorps spécifiques pour 
chacun des facteurs de transcription, sur une combinaison des triplicatas des extraits 
des différentes conditions. L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la constance 
des quantités de protéines migrées. 
B) Construction PAP#3. Mêmes conditions expérimentales et d'analyse qu'en A 
avec la construction promotrice PAP#3. Les résultats sont représentatifs d'une seule 
expérience effectuée en triplicata. 
C) Construction PAP#4. Mêmes conditions expérimentales et d'analyse qu'en A 
avec la construction promotrice PAP#4. Les résultats sont représentatifs d'une seule 
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Figure 21. GATA4 et Cdx2 activent de façon synergique la transcription du petit 
promoteur PAPI 
Des cellules Caco-2/15 confluentes ont été cotransfectées en utilisant la 
Lipofectamine 2000 avec la construction promotrice P AP#5 ou le vecteur vide 
pGL3basic, en plus de SV 40-Renilla, et différentes combinaisons des vecteurs 
d'expression pour GATA4 (G4: 200 ng) et Cdx2 (25 ng). Les résultats obtenus sont 
rapportés en termes d'induction de l'activité (moy ± SEM) par rapport à la condition 
de transfection sans facteur de transcription et sont rationalisés par rapport à l'activité 
de base obtenue avec les constructions pG13basic sans promoteur ajouté. Les résultats 
sont représentatifs de quatre expériences effectuées en triplicata. 
Les mveaux d'expression des facteurs de transcription GATA4 et Cdx2 ont été 
validés par immunobuvardage de type western, avec les anticorps spécifiques pour 
chacun des facteurs de transcription, sur une combinaison des triplicatas des extraits 
des différentes conditions. L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la constance 
des quantités de protéines migrées. 
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6. Analyse de l'expression de PAPI et GATA4 en culture cellulaire 
sous stress inflammatoire 
Puisque la protéine PAPI est connue pour avoir une expression fortement activée lors 
de maladies. inflammatoires intestinales (GIRONELLA et al, 2005 ; RECHRECHE et 
al, 1999; MOTOO et al, 1999), nous avons voulu savoir si un phénomène semblable 
se produisait lors de l'induction d'un stress inflammatoire dans des cellules d'origine 
intestinale. À cet effet, il est connu que le LPS, un lipopolysaccharide présent à la 
surface des bactéries Gram-négàtives, peut activer le récepteur cellulaire TLR4 des 
cellules épithéliales, cette liaison menant à l'activation du facteur de transcription 
NFKB et permettant l'expression de diverses cytokines inflammatoires (CHOW et al, 
1999). Il a aussi déjà été démontré que le LPS, ainsi que le TNFa (tumor necrosis 
factor), un médiateur proinflammatoire produit par les entérocytes et les cellules 
immunes, peuvent induire un stress inflammatoire dans les cellules épithéliales 
intestinales IEC-6, via la translocation nucléaire de NFKB (De PLAEN et al, 2002). 
Les cellules IEC-6/Cdx2 ont donc été cultivées en présence de LPS (composé 
bactérien) ou TNFa (cytokine proinflammatoire), pour 24 heures et les niveaux 
d'expression de PAPI ont ensuite été analysés par Q-PCR et comparés avec des 
cultures contrôles sans agent inflammatoire. Les résultats montrent une augmentation 
importante des niveaux d'ARNm de PAPI dans les conditions de stress inflammatoire, 
comparativement aux conditions contrôles (Fig. 22a). En comparaison, il n'y a aucune 
expression du gène PAPI dans les cellules IEC-6 indifférenciées stimulées ou non par 
le LPS ou le TNF (résultats non montrés). 
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En ce qui concerne l'analyse de l'expression de GATA4, en condition de stress 
inflammatoire, les expériences réalisées dans les cellules IEC-6/Cdx2 en présence de 
LPS ou TNFa n'ont montré aucune modulation des niveaux protéiques de GATA4 en 
comparaison aux conditions contrôles (résultats non montrés). Cependant, des 
résultats préliminaires ont montré une hausse de l'expression protéique de GATA4 
dans les cellules IEC-6 sous des concentrations croissantes de LPS (Fig. 22b ). De 
même, une hausse de l'expression protéique de GATA4 a également été observée, et 
ce, de façon proportionnelle au temps d'incubation des cellules IEC-6 avec la 
cytokine proinflammatoire TNFa (Fig. 22c). 
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Figure 22. Expression de PAPI et GAT A4 sous stress inflammatoire 
A) Expression de PAPI dans les cellules IEC-6/Cdx2 suivant l'induction d'un 
stress inflammatoire. Détection par Q-PCR de l'expression de l'ARNm de PAPI 
dans les cellules IEC-6/Cdx2 induites pendant 24 heures à un stress inflammatoire par 
ajout de LPS ou de TNFa au milieu de culture. Des cellules IEC-6/Cdx2 non 
stimulées orit été récoltées au moment de la stimulation (Oh). Les résultats sont 
rapportés en termes de ratio d'induction d'expression (moy ± SEM) par rapport au 
contrôle Oh (P<0,05). Les niveaux d'expression du gène HPRT ont été utilisés comme 
référence pour ajuster les quantités d' ARN utilisées dans chaque échantillon. Les 
résultats sont représentatifs d'une cinétique effectuée en triplicata. 
B) Expression de GATA4 dans les cellules IEC-6 suivant l'induction d'un stress 
inflammatoire par LPS. Immunobuvardage de type western effectué avec un 
anticorps spécifique dirigé contre GAT A4 sur des extraits de protéines totaux de 
cellules IEC-6 soumissent à un stress inflammatoire pendant 2 heures par l'ajout de 
LPS au milieu de culture à des quantités croissantes de 0 à 50 µg/ml. L' actine a été 
visualisée afin de s'assurer de la constance des quantités de protéines migrées. 
C) Expression de GATA4 dans les cellules IEC-6 suivant l'induction d'un stress 
inflammatoire par TNF. Immunobuvardage de type western effectué avec un 
anticorps spécifique dirigé contre GAT A4 sur des extraits de protéines totales de 
cellules IEC-6 induites à un stress inflammatoire pendant 0 à 24 heures par ajout de 
TNFa à 10 ng/ml au milieu de culture. L'actine a été visualisée afin de s'assurer de la 
constance des quantités de protéines migrées. 
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7. Modèle murin transgénique d'expression ectopique de GATA4 
Quelques modèles murins, concernant l'étude de GATA4, ont été développés par 
différents groupes de recherche. Comme il a été mentionné en introduction, 
l'élimination totale de GAT A 4 au ni veau de l'organisme entier murin entraîne la mort 
embryonnaire avant le développement intestinal (MOLKENTIN et al, 1997 ; KUO et 
al, 1997). L'élimination spécifique au niveau intestinal provoque l'apparition d'un 
phénotype iléal au niveau des cellules jéjunales (BOSSE et al, 2006). Dans notre cas, 
nous avons tenté de produire une souris transgénique d'expression ectopique de 
GATA4, au niveau de l'épithélium intestinal complet (grêle et côlon). Pour ce faire, 
deux souris transgéniques ont été utilisées pour des croisements, soit la souris VilCre, 
disponible commercialement, et la souris loxP.STOP.loxP-GATA4, que nous avons 
créé à partir de notre construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4. 
La validation de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 utilisée a été réalisée 
par cotransfection en combinaison avec un vecteur d'expression de la Cre dans les 
cellules 293T. L'immunobuvardage d'extraits protéiques totaux des essais de 
cotransfection a montré l'expression de GAT A4 seulement dans la condition de 
cotransfection en présence des deux plasmides CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 et Cre 
(Fig. 23). 
La souris transgénique loxP.STOP.loxP-GATA4 a été produite par microinjection 
d'une portion linéaire de la construction d'intérêt comportant les éléments CMV-
loxP.STOP.loxP-GATA4, et ce, dans des ovocytes non-fécondés. Ces ovocytes ont 
ensuite été implantés à une mère porteuse et fécondés. Par génotypage il a été possible 
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d'identifier, parmi les 100 souns nées, que 21 d'entre elles avaient intégré la 
construction d'intérêt (Fig. 24a). La technique de Southern a permis d'évaluer, parmi 
les souris pré-identifées, celles possédant le plus grand nombre de copies intégrées de 
la construction (Fig. 24b ). De ces résultats, la souns transgénique 
loxP.STOP.loxP-GATA4 #600 a été utilisée pour effectuer les croisements avec.les 
souns VilCre. Des essais d'extractions . protéiques suivis d'analyse par 
immunobuvardage ainsi que des essais d'immunolocalisation n'ont permis aucune 
détection de l'expression de base de GAT A4 chez les souris doubles transgéniques 
résultantes de· ces croisements. Aussi, des analyses par RT-PCR semi-quantitatif, 
d'extraits d' ARN provenant du jéjunum et du côlon d'une souris double transgénique, 
n'ont pas permis d'observer une expression appréciable de GATA4 ectopique 
(Fig. 25c). 
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Figure 23. Validation de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 
Immunobuvardage de type western effectué avec un anticorps spécifique contre 
GATA4 sur des extraits de protéines totales de cellules 293T cotransfectées avec les 
constructions CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 et plentiCre. Comme contrôle négatif, 
des extraits de protéines totales effectuées sur des cellules 293T non-transfectées, des 
cellules transfectées avec la construction plentiCre seule ou avec la construction 
CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 seule ont été utilisés. L'actine a été visualisée afin de 
s'assurer de la constance des quantités de protéines migrées .. La production de la 
protéine GATA4 est dépendante de la présence conjointe des vecteurs 
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Figure 24. Identification des souris positives loxP.STOP.loxP-GATA4 
A) Par génotypage. PCR réalisé avec les extraits d' ADN génomique des queues des 
1 OO souris nées suite à la microinjection pronucléaire avec la construction 
CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 pour détecter la présence de l'intégration de cette 
construction. L'amplification a été réalisée avec les amorces G4gnt2 qui s'hybrident 
dans la région 3' de GATA4 et en aval du cDNA de GATA4 dans ladite construction. 
L'amplification à partir de l'ADN de la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GATA4 
a servi de. contrôle positif (C+) et une amplification sans ADN a servi de contrôle 
négatif (C-). Les 1 OO souris ont été numérotées de 580 à 679 et celles dont 
l'amplification est positive sont représentées avec un numéro rouge. 
B) Par Southern. Buvardage de type Southern effectué avec une sonde radioactive 
complémentaire de l' ADN loxP.STOP.loxP hybridé sur l' ADN génomique digéré de 
10 des 21 souris positives loxP.STOP.loxP-GATA4 identifiées par génotypage. 
Comme contrôle positif la construction CMV-loxP.STOP.loxP-GAGTA4 digérée 
Xhol a été migrée à deux dilutions différentes (1/20 et 1/10). Les flèches indiquent la 
position de la zone d'hybridation de la sonde. La souris #600 est la seule souns 
positive de ce buvardage Southern. L' ADN génomique des onze autres souns 
positives identifiées par génotypage a également été analysé (données non figurées) et 
aucun n'a montré d'hybridation avec la sonde. 
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Figure 25. Analyse des souris doubles transgéniques 
loxP.STOP.loxP-GATA4 / Cre 
A) Schéma des amorces utilisées. Deux duos d'amorces ont été utilisés pour 
l'amplification par RT-PCR de l'expression de GATA4. La première paire (G4m) 
amplifie l 'ARNm de GAT A4 transcrit du gène Gata4 murin et du transgène GAT A4. 
Ces amorces s'hybrident dans la région codante du gène compris dans l 'ARN m. La 
deuxième paire (gntV5) amplifie spécifiquement l' ARNm de GATA4 transcrit à partir 
du cDNA de GATA4 inclus dans le transgène. Ce transgène ne possède pas de signal 
de polyadénylation (TTT) donc l' ARNm résultant comportera une portion 
supplémentaire en 3' comparativement à l' ARNm provenant du gène Gata4. Ainsi, la 
paire d'amorces gntV5 s'hybride dans cette portion en aval du cDNA de GATA4, 
correspondant à l'épi tope V 5, et dans la région 3' du cDNA 
B) Expression de GATA4 endogène. RT-PCR semi-quantitatif, réalisé avec des 
extraits d 'ARN de jéjunum et de côlon de souris nées du croisement entre souris 
villine-Cre et loxP.STOP.loxP-GATA4. L'amplification a été réalisée avec les 
amorces G4m. Par génotypage, avec les amorces G4gnt8 et Cre, il a été déterminé que 
la souris #8 (-/-) est négative pour le transgène GATA4 et négative pour la Cre, la 
souris #9 (+/+)est positive pour les deux et la souris #10 (+/-)est positive seulement 
pour le transgène GATA4. L'expression du gène HPRT a également été analysée afin 
de s'assurer de la constance des quantités d' ARN utilisées. 
C) Expression de GATA4 ectopique. RT-PCR semi-quantitatif réalisé avec les 
mêmes extraits d'ARN que ceux utilisés en B. L'amplification a été réalisée avec les 
amorces gntV5. L' ADN génomique extrait d'une souris à génotype positif pour le 
transgène GATA4 et la Cre a été utilisé comme contrôle positif (S+1+). Tandis que 
l 'ADN génomique extrait d'une souris à génotype négatif pour le transgène GAT A4 
et la Cre a été utilisé comme contrôle négatif de la spécificité des amorces (s-1-). Aussi 
une amplification a été réalisée sans cDNA et sans ADN génomique comme contrôle 
négatif d'amplification (Ctr} 
A 
ADN ARNm 





#8 -/- #9 +/+ #10 +/-
J c J c J c 
GATA4 (amorces G4m) 
"!"\ ...... . . . . HPRT 
c GATA4 (amorces gntV5) 
#8 -/- #9 +/+ #10 +/- ADN génomique 
J c J c J c s+1+ s-1- Ctr 
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Discussion 
1. Implication de GATA4 dans la différenciation cellulaire 
L'hypothèse de départ de ce projet de recherche stipulait que le facteur de 
transcription GAT A4 est impliqué dans la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales. Pour valider cette hypothèse, nous nous sommes fixés l'objectif 
d'identifier de nouveaux gènes cibles de GATA4 au sein de l'épithélium digestif. 
Pour ce faire nous avons choisi d'utiliser une méthode d'interférence à l' ARN et de 
cloner trois shGATA4. La validation de nos outils shRNA(GATA4) a donc représenté 
une étape essentielle de ce projet. À cet effet, la baisse d'expression protéique de 
GATA4 obtenue dans les cultures shGATA4 à court terme (Fig. 10), corrélée par une 
baisse de 57 % des niveaux d'ARNm de GATA4 (Fig. 12a), confirme la validité de 
l'outil de répression d'expression de GATA4. Aussi, cette diminution d'expression est 
également observée dans la liste des cibles exprimées à la baisse obtenues par 
l'analyse Ajfymetrix (Fig. 12b). De plus, l'outil shRNA s'est avéré être stable dans le 
temps, comme le montre les cultures à long terme utilisant les shGATA4 #1 ou #3 
(Fig. 1 la), ainsi que les co-cultures utilisant les mêmes shRNA (Fig. llb). 
Finalement, l'expérience « récupération GAT A4 » a montré, la réversibilité de l'outil 
shGATA4 (Fig. 15c). Car, une baisse d'expression de GATA4, par l'outil shGATA4, 
peut être compensée par infection rétrovifale à l'aide d'une construction d'expression 
d'une protéine GATA4 (mutG4) résistante à la régulation négative du shRNA en 
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question. Nos outils, spécialement le shGATA4 #3, sont donc fonctionnels et valables 
pour le présent projet de recherche. 
Les outils élaborés et les expériences effectuées n'ont pu, cependant, répondre 
clairement à notre hypothèse de départ. En effet, les cultures à long terme de cellules 
IEC-6/Cdx2 shGATA4 sur plastique n'ont montré aucune variation dans l'expression 
protéique des marqueurs de différenciation cellulaire Cdx2 e( PP AR y (Fig. 11 a). De 
plus, dans ces mêmes cultures, nous avons tenté de déterminer des variations des 
niveaux d' ARNm, par RT-PCR semi-quantitatif (données non montrées), pour 
certains marqueurs de différenciation, tels la SI et la lactase. Toutefois, il nous est 
apparu impossible de détecter la présence de ces ARNm, et ce, même dans nos 
conditions de culture contrôle, nous laissant croire que nos extraits d' ARN n'étaient 
pas suffisamment concentrés pour cela. Aussi, les résultats d'analyse Affometrix (Fig. 
12b) ne montrent aucune modulation de cibles potentielles de GATA4 impliquées 
dans le processus de différenciation cellulaire. Cependant, les co-cultures effectuées 
avec le shGAT A4 #3, montrant une plus forte efficacité de réduction de l'expression 
de GAT A4 que celles effectuées avec le shGA T A4 # 1, démontre une baisse 
d'expression protéique de Cdx2 (Fig. 1 lb). 
Il est important de noter également, qu'au cours de ce projet de recherche, une étude 
publiée utilisant un modèle de souris transgénique, où l'expression de GATA4 est 
inhibée spécifiquement au niveau intestinal, n'a montré aucun lien potentiel entre 
GA TA4 et la différenciation des cellules épithéliales intestinales (BOSSE et al, 2006). 
Néanmoins, il serait faux de rejeter systématiquement ce lien, puisque cette étude n'a 
été menée que sur des individus adultes et seulement 14 jours après le début de 
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l'invalidation de GATA4. Une étude semblable où l'invalidation spécifique se ferait à 
partir du développement embryonnaire de l'intestin pourrait possiblement mener à des 
résultats différents. 
Donc, à la lumière de nos résultats et des données connues jusqu'à maintenant, 
l'implication de GATA4, ou son absence d'implication, dans le processus de 
différenciation cellulaire demeure à être démontrée clairement. 
Pour ce faire, nous proposons d'effectuer d'autres co-cultures, avec les cellules 
IEC-6/Cdx2 shGATA4, et de vérifier les niveaux d'expression en ARNm et en 
protéines de divers marqueurs de différenciation (SI, lactase ... ). Aussi, nous voulons 
analyser ces Co-cultures en microscopie électronique, dans le but d'observer s'il y a 
des différences dans la morphologie de ces cellules (ex : polarisation des cellules, 
présence d'une bordure en brosse et de jonctions cellulaires, etc.). 
2. PAPI, une nouvelle cible génétique de GATA4 
L'analyse Ajjj;metrix, effectuée sur les cultures IEC-6/Cdx2 shGATA4 à court terme, 
nous a permis d'identifier une nouvelle cible dépendante de l'expression de GATA4, 
soit le gène PAPI. Ce qui nous a amené à postuler une seconde hypothèse, stipulant 
que le gène PAPI est une cible du facteur de transcription GATA4. Jusqu'à 
maintenant, seulement une étude a exploré le lien entre le facteur GAT A4 et 
l'inflammation intestinale. Cette étude a démontré le potentiel régulateur de GATA4 
sur l'expression des C/EBP, facteur de transcription impliqué dans la régulation de la 
réponse inflammatoire (TURGEON et al, 2008). Dans le cas présent, GATA4 serait 
impliqué directement dans la régulation d'un effecteur de .la réponse inflammatoire, 
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soit PAPI (GIRONELLA et al, 200S). Cette avenue s'avère donc des plus 
intéressantes à explorer par son potentiel innovateur. Les travaux effectués par la suite 
ont, de ce fait, porté sur l'étude de la relation entre GA TA4 et PAPI dans le contexte 
des cellules épithéliales intestinales. En commençant par l'établissement de la preuve 
que le facteur de transcription GATA4 est bien un régulateur du gène PAPI. 
Tout d'abord, la validation de cette nouvelle cible, par RT-PCR semi-quantitatif 
effectué sur des cultures IEC-6/Cdx2 shGATA4 à long terme (Fig. 13), nous a permis 
de valider que les cellules IEC-6/Cdx2 de base peuvent induire l'expression du gène 
PAPI en cours de différenciation. Cette observation laisse donc supposer que les 
cellules absorbantes permettent la production de PAPI, le modèle cellulaire épithélial 
intestinal IEC-6/Cdx2 étant principalement constitué de cellules absorbantes (SUH et 
TRABER, 1996). Donc, au niveau de l'épithélium intestinal, les cellules de Paneth ne 
seraient pas les seules cellules pouvant produire cette protéine de stress 
(MASCIOTRA et al, 199S). Une étude différentielle de l'expression génique de l'axe 
crypte-villosité allant également dans ce sens (STEGMANN et al, 2006). 
En ce qui concerne les autres membres de la famille GATA présents dans l'épithélium 
intestinal, soit GAT AS et GA TA6, il est bon de se rappeler que ces facteurs ne sont 
que très faiblement exprimés dans le modèle cellulaire IEC-6/Cdx2. Lors de la 
réduction de l'expression de GATA4 dans ce modèle, par l'utilisation de l'outil 
shRNA(GATA4), l'expression des protéines GATAS et GATA6 n'a pas été analysée. 
Principalement parce que les anticorps disponibles pour ces facteurs ne sont que très 
peu efficaces. Un effet compensatoire de GATAS et GATA6 pour combler la baisse 
de l'expression de GATA4 serait-il envisageable ? À première vue oui. Nous avoris 
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même songé à le valider, particulièrement suite aux résultats concernant la recherche 
d'une implication potentielle de GATA4 avec la différenciation cellulaire. Cependant, 
en ce qui concerne le lien entre GATA4 et PAPI, l'hypothèse d'un effet 
compensatoire n'a pas vraiment sa place, puisque nous observons effectivement une 
baisse de l'expression de PAPI en absence de GATA4 (résultats Affymetrix et culture 
cellulaire à long terme shRNA(GATA4)). À notre avis, le régulateur GATA privilégié 
de PAPI est donc GATA4. 
À l'aide de l'expérience «récupération GATA4 », nous avons voulu déterminer 
l'expression de PAPI (données non montrées), pour évaluer sa relation avec les 
variations d'expression de GATA4. Nos résultats, découlant d'une première 
expérience, ont montré une expression élevée de PAPI dans chacune des conditions 
d'infection (lentivirale seule, rétrovirale seule ou lentivirale + rétrovirale), sans lien 
avec l'expression de GATA4. Cette hausse d'expression pourrait être relative aux 
conditions précises de cette expérience, c'est-à-dire à la double infection des cellules. 
À cet effet, nous avons remarqué une mort cellulaire importante lors des dites 
infections. Ces infections ayant été réalisées sur des populations à faible confluence et 
dans le cas des doubles infections, sur un laps de temps très court. Ces conditions 
expérimentales pourraient expliquer, selon nous, la mort cellulaire observée. En ce qui 
concerne l'expression élevée de PAPI, nous croyons qu'elle est relative à l'état des 
cellules, PAPI étant connu pour être une protéine de réponse au stress cellulaire. Nous 
prévoyons retenter l'expérience «récupération GATA4 », toujours dans le but 
d'observer si l'expression de PAPI est relative à celle de GAT A4. Mais ·cette fois, en 
établissant tout d'abord des lignées stables shGATA4 qui seront par la suite infectées 
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par la construction rétrovirale mutG4, le choc infectieux en sera alors probablement 
diminué. Les résultats obtenus lors de ce premier essai de «récupération GATA4 », 
ne contredisent donc pas, selon nous, la précédente relation observée concernant la 
régulation de l'expression de PAPI par GATA4; 
2.1. In vitro, GATA4 peut lier le promoteur du gène PAPI 
L'analyse informatique du promoteur du gène PAPI de rat, sur une portion de 1260 pb 
en amont du site d'initiation de la transcription, a permis l'identification, entre autres, 
de huit sites potentiels de liaison des protéines GATA (Fig. 16a). Par gel de rétention, 
la liaison in vitro de GA TA4 sur ces huit sites a été démontrée (Fig. 17). Les sites II et 
V à VIII montrent une liaison plus forte, puisque les complexes de rétention, 
visualisés sur gel, étaient plus importants dans les essais avec les sondes relatives à 
ces sites. Ainsi parmi ces cinq sites à forte liaison, quatre (Il, VI, VII, VIII) possèdent 
le site consensus GATA complet, expliquant possiblement leur pouvoir de liaison 
accru. 
Les liaisons observées peuvent être associées à la protéine GAT A4, car l'utilisation 
d'extraits protéiques nucléaires de transfection contrôle, sans expression de GAT A4 
(Fig. 16b ), ne montre pas ou très peu de formation de complexe de rétention sur gel 
(condition 2, Fig. 17). Puisque les cellules 293T n'expriment pas de base le facteur 
GA TA4, les complexes faibles observés dans les conditions 2 (pcDNA + sonde), pour 
les sites GAT A II et V à VIII, peuvent laisser supposer la présence de protéines 
GATA, autres que GATA4, dans les cellules 293T de base. Pour valider, avec 
certitude, la spécificité de la liaison de GAT A4, nous pourrions effectuer une 
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expérience de gel de rétention en présence d'un anticorps spécifique contre GATA4 
(supershift). Aussi, il serait intéressant d'effectuer une immunoprécipitation de la 
chromatine ( ChJP), afin de démontrer la capacité in vivo de GATA4 à promouvoir 
l'accessibilité de complexes transcriptionnels de base sur la chromatine au niveau du 
promoteur du gène P APL 
Finalement, l'analyse du promoteur du gène PAPI humain a permis l'identification de 
deux sites potentiels d'interaction de la protéine GATA4. L'environnement d'un de 
ces sites correspondrait en partie à celui du site GAT A II fonctionnel du promoteur du 
gène PAPI de rat. Ce qui laisse supposer la possibilité de liaison de GATA4 sur le 
promoteur humain de PAPI. À cet effet, il serait fort intéressant d'approfondir la 
liaison de GATA4 et son activité transcriptionnelle sur l'homologue humain de ce 
promoteur, car inutile de rappeler que nos recherches visent d'abord et avant tout une 
meilleure compréhension du métabolisme de l'espèce humaine. 
2.2. GATA4 active la transcription du gène PAPI 
Très peu de régulateurs du gène PAPI sont connus jusqu'à ce jour. Bien qu'au niveau 
intestinal, une étude ait rapporté le potentiel activateur de Cdx 1 sur la transcription du 
gène PAPI, dans un contexte de promotion de la croissance cellulaire (MOUCADEL 
et al, 2001), la régulation transcriptionnelle de ce gène n'est pas encore définie. 
À ce sujet, nos essais transcriptionnels ont permis de démontrer que GATA4 a la 
capacité d'activer la transcription du gène PAPI. Il agit de façon quantité dépendante, 
sur la portion de 1260 pb du promoteur de ce gène (Fig. 19b). Cette activation 
transcriptionnelle a été observée, à plus d'une reprise, dans les cellules Caco-2/15 
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confluentes. Fait intéressant, lors de l'utilisation de cellules Caco-2/15 sous 
confluentes, pour les essais transcriptionnels, l'effet activateur de GATA4 était 
beaucoup plus faible (données non montrées). Nous savons que l'expression protéique 
des cellules Caco-2/15 change avec la différenciation qui est enclenchée à l'atteinte de 
la confluence. Par exemple, l'expression de Cdx2 (BOULANGER et al, 2005) et 
HNF-la (BOUDREAU et al, 2001) augmente dans les cellules Caco-2/15 
confluentes. Puisque ces facteurs de transcription sont des partenaires d'interaction 
reconnus de GATA4, ainsi que des collaborateurs transcriptionnels dans le cas de la 
SI (BOUDREAU et al, 2002). Nous avons donc supposé que le niveau de confluence 
des cellules Caco-2/15 pouvait être en lien avec la capacité transcriptionnelle de 
GAT A4 sur le promoteur du gène PAPI. En plus, nous savons que ce promoteur 
contient des sites potentiels d'interaction pour Cdx2 et HNF-la (Fig. 16a). Dans cette 
optique, nous avons donc tenté des essais transcriptionnels avec la présence combinée 
de GAT A4 et Cdx2. 
2.3. Cdx2 est un partenaire de GATA4 dans l'activation 
transcriptionnelle du promoteur PAPI 
L'effet synergique de GATA4 et Cdx2 a tout d'abord été démontré, à trois reprises, 
sur le promoteur complet du gène PAPI (construction #1) (Fig. 19c). Il a également 
été démontré, encore une fois à plusieurs reprises, sur le petit promoteur du gène 
PAPI (Fig. 21). L'étude avec ce petit promoteur, suggère que cet effet synergique 
obtenu avec Cdx2 ne passe pas par une interaction directe avec le promoteur PAPI. En 
effet, la construction du petit promoteur ne contient pas de site potentiel d'interaction 
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pour Cdx2. Notre hypothèse est donc que l'effet de Cdx2, sur l'activation du petit 
promoteur du gène PAPI, passe par une interaction de cette protéine avec GATA4, et 
qu'ensemble ils interagissent ensuite sur le site GATA VIII du promoteur en question. 
À cet effet, il est connu que ces deux facteurs de transcription peuvent interagir 
physiquement (BOUDREAU et al, 2002). La suite logique de ces expériences, est de 
tenter des essais transcriptionnels en présence combinée de GATA4, Cdx2 et aussi 
HNF-la. Nous observerons alors peut-être, une activation transcriptionnelle 
supérieure à celle obtenue jusqu'à maintenant. En mutant le site GA TA, de la 
construction #5, nous pourrions aussi déterminer la nécessité d'un tel site pour l'effet 
transcriptionnel de GAT A4. Et déterminer, par la même occasion, si l'effet de 
HNF-la passe par ce site ou par son site d'interaction potentielle présent sur cette 
construction. 
Nos essais transcriptionnels nous ont également permis d'observer une baisse 
systématique de l'expression de GATA4 lors de son expression combinée avec le 
facteur Cdx2. L'analyse de tous nos résultats bruts (activité luciférase fyrefly et 
rénilla) a fait ressortir une tendance, soit la baisse de l'activité luciférase rénilla, 
utilisée comme standard interne, lors de la présence de Cdx2. Cela laisse supposer que 
ce facteur aurait une influence sur l'efficacité des transfections, entraînant ainsi une 
diminution globale de l'expression des facteurs de transcription à l'étude. 
2.4. Élément répresseur présent sur le promoteur du gène PAPI 
Des résultats préliminaires, obtenus des essais transcriptionnels réalisés avec les 
constructions #2, 3 et 4 du promoteur du gène PAPI (Fig. 20a-c ), suggèrent, en 
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premier lieu, un effet additif des facteurs de transcription GATA4 et Cdx2 combinés, 
et ce, pour les constructions #2 et 4. En second lieu, ces essais ont apporté l'idée de la 
présence potentielle d'un élément répresseur contenu sur le promoteur du gène PAPI 
entre -541 et -423 pb en amont du site d'initiation de la transcription. Cet élément 
expliquerait la perte d'activité transcriptionnelle pour la construction #3. L'effet de 
cet élément répresseur pourrait être compensé par la présence des sites GATA II et V, 
retrouvés dans les constructions #1 et 2, où l'on retrouve une activité 
transcriptionnelle appréciable. Tandis que le retour de l'activité transcriptionnelle 
avec la construction #4, nous laisse supposer que l'élément répresseur en question 
n'est plus présent. Bien entendu, ces essais transcriptionnels doivent être répétés, car 
l'absence d'activité transcriptionnelle pour la construction #3 pourrait également être 
expliquée par la faible surexpression de Cdx2 obtenue dans cette expérience 
(Fig. 20b). 
Si l'effet répresseur de la région -541 et -423 pb est répété, des mutations dirigées 
vers cette région pourraient nous aider à cibler plus précisément l'élément 
responsable. 
2.5. Implication du duo GATA4-PAPI dans la réponse cellulaire à 
un stress inflammatoire 
Bien que plusieurs facteurs impliqués dans les MII ont été identifiés jusqu'à 
maintenant, l'étiologie de la maladie de Crohn et de la colite ulcéreuse n'est toujours 
pas mise à jour. Plusieurs équipes de recherche tentent donc d'approfondir nos 
connaissances au sujet de la régulation moléculaire sous-jacente à ces maladies 
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inflammatoires de l'intestin. À cet effet, le premier gène de susceptibilité relié à la 
maladie de Crohn fut découvert en 2001. Il s'agit d'une mutation dans le gène 
NOD2/CARD15 (HUGOT et al, 2001 ; OGURA et al, 2001 ; SCALDAFERRI et 
FIOCCHI, 2007). NOD2 étant une protéine cytosolique qui reconnaît un dipeptide 
bactérien muramyl, un composant majeur de _ la paroi cellulaire bactérienne. La 
variation dans _NOD2/CARD15 affecte sa capacité de reconnaissance des composants 
bactériens et régule négativement la réponse via NFKB. Cependant, le résultat au 
niveau de la réponse immunitaire demeure en débat, s'agit-il d'une perte ou d'un gain 
d'activation ? 
En ce qui nous concerne, nous nous intéressons à l'étude des facteurs de transcription 
présents au sein de l'épithélium intestinal qui pourraient réguler l'homéostasie 
épithéliale intestinale. Nous savons maintenant que le facteur de transcription GATA4 
module la transcription du gène PAPI, lui-même impliqué dans la réponse 
inflammatoire reliée aux MU (GIRONELLA et al, 2005 ; RECHRECHE et al, 1999 ; 
MOTOO et al, 1999). Dans cette optique, est-ce que le duo GATA4-PAPI pourrait 
jouer un rôle dans la réponse cellulaire à un stress inflammatoire? L'implication 
potentielle de GATA4 dans une réponse inflammatoire est une avenue totalement 
innovatrice. Pour répondre à cette question, nous devons d'abord analyser 
l'expression de ces deux joueurs lors de l'induction d'un stress inflammatoire 
cellulaire. 
Premièrement, l'étude des cellules IEC-6, modèle de cellules cryptales indifférenciées 
sans expression de Cdx2 et avec des niveaux très faibles de GATA4, ne montrent 
aucune expression de base du gène PAPI (résultats non montrés). Lors de l'induction 
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d'un stress inflammatoire dans ces cellules, par ajout de LPS ou TNFa au milieu de 
culture, nous observons une induction de l'expression protéique de GAT A4 (Fig. 22b 
etc). Toutefois, aucune activation transcriptionnelle du gène PAPI n'est détectée dans 
ces cellules stimulées (résultats non montrés). Nous supposons que l'expression 
génique de PAPI requiert un contexte cellulaire différencié, où un partenaire de 
GATA4, Cdx2 par exemple, doit être présent. À cet effet, les résultats d'essais 
transcriptionnels montrent bien le potentiel d'activation synergique sur le promoteur 
de ce gène en présence combinée de GAT A4 et Cdx2. 
Deuxièmement, les cellules IEC-6/Cdx2, modèle de cellules villositaires différenciées 
présentant une forte expression de GATA4 et Cdx2 (BOUDREAU et al, 2002), 
montrent de base, une expression du gène PAPI (Fig. 13). Lors de l'induction d'un 
stress inflammatoire dans ces cellules, encore une fois par ajout de LPS ou TNFa au 
milieu de culture, nous observons une hausse importante de l'expression du gène 
PAPI (Fig. 22a). Toutefois, l'expression protéique de GATA4 ne change pas durant la 
stimulation inflammatoire (résultats non montrés). À cet effet, il faut spécifier que 
l'expression de base de GAT A4 dans les cellules IEC-6/Cdx2 est élevée. Dans cette 
disposition, il peut donc être superflu à la cellule d'augmenter l'expression protéique 
de GATA4. Selon nous, l'activation transcriptionnelle du gène PAPI, dans ce contexte 
cellulaire, passerait peut-être par une modification post-traductionnelle de GAT A4. 
Cette modification aurait pour effet d'augmenter l'activité transcriptionnelle de la 
protéine. De telles modifications de GAT A4 ont été rapportées dans les études de ce 
facteur au niveau cardiaque. Par exemple, la phosphorylation de GATA4, en réponse 
à des stimuli qui induisent une hypertrophie cardiaque et/ou une insuffisance 
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cardiaque, entraîne une augmentation de la liaison à l' ADN et/ou de l'activité 
transcriptionnelle de celui-ci (LIANG et al, 2001 ; OKA et al, 2007). 
Maintenant que nous avons démontré que l'expression de GATA4 et PAPI est 
modulable en contexte de stress inflammatoire dans les cellules épithéliales 
intestinales, nous voulons analyser la signalisation cellulaire responsable de cette 
régulation. À cet effet, il a été ·montré que le mécanisme protecteur de la 
dexaméthasone, une hormone glucocorticoïde de synthèse anti-inflammatoire qui 
diminue significativement, en autres, la sévérité des pancréatites, pouvait passer par la 
régulation positive de l'expression génique de PAP (KANDIL et al, 2006). Les 
hormones glucocorticoïdes sont également présentes au niveau intestinal, où elles 
joueraient, entre autres, un rôle dans la maturation de l'épithélium intestinal chez les 
rongeurs, qui survient au sevrage chez ces mammifères (GALAND, 1989 ; MENARD 
et al, 2005). Il est aussi connu, que chez les rongeurs, l'expression intestinale de PAPI 
est présente seulement à partir du sevrage (SANSONETTI et al, 1995; CASH et al, 
2006). Également, l'expression de GATA4 chez la souris, au moment du sevrage, est 
stimulée par la dexaméthasone (OESTERREICHER et HENNING, 2004). Il serait 
donc très intéressant d'évaluer le lien entre la dexaméthasone, GATA4 et PAPI en 
réponse à un stress inflammatoire intestinal. 
3. Le modèle murin double transgénique (loxP.STOP.loxP-GATA4 / 
Cre) et l'expression ectopique de GAT A4 
Malgré que nous n'ayons pu optimiser la détection de l'expression de la protéine 
GATA4 de base dans l'intestin grêle, par immunofluorescence ou par 
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immunobuvardage de type Western, nous croyons que les souns doubles 
transgéniques (loxP.STOP.loxP-GATA4 / Cre) obtenues ne mènent pas à une 
expression significative de GATA4 ectopique. Cette conclusion est basée à partir des 
résultats acquis par RT-PCR semi-quantitatif de l'analyse de l'expression de l'ARNm 
de GAT A4 endogène et ectopique chez trois souris ; une double positive 
loxP.STOP.loxP-GATA4 / Cre (#9+/+), une positive seulement pour 
loxP.STOP.loxP-GATA4 (#10+/-) et une double négative (#8-/-). Premièrement, la 
détection de l'expression du gène HPRT a validé la quantité des ARNm présents dans 
les extraits de jéjunum et de côlon de ces animaux (Fig. 25b ). Deuxièmement, nous 
avons détecté la présence d' ARNm de GATA4 dans le jéjunum de ces animaux et 
également, mais plus faiblement, dans leur côlon (Fig. 25b) et ce même pour les 
souris #8-/- et #10+/- qui ne possèdent pas le gène Cre. Ceci laissait supposer la 
contamination des extraits d'ADN par la construction loxP.STOP.loxP-GATA4. De 
plus, en utilisant des amorces permettant la discrimination entre les ARNm provenant 
de GATA4 endogène et ectopique, nous avons observé une expression faible 
d'ARNm de GATA4 ectopique dans le jéjunum et le côlon de la souris #8-/- et 
seulement une expression très faible pour les souris #9+/+ et #10+/- (Fig. 25c). Ces 
résultats appuient l'hypothèse d'une contamination des réactions de PCR, de plus le 
contrôle négatif (Ctr-, sans cDNA) de l'amplification présente une faible expression 
(Fig. 25c). Finalement, l'amplification par PCR de l'ARNm de GATA4 ectopique 
pour la souris #9+/+ était même largement plus faible que celle obtenue de 
l'amplification à partir d'un extrait d'ADN génomique de souris double transgénique. 
Cette dernière donnée nous permet donc de croire, que s'il y a expression ectopique 
117 
de GATA4 dans nos souris doubles transgéniques, cette expression est vraiment très 
faible, et probablement en dessous du seuil permettant un effet physiologique sur 
l'épithélium intestinal grêle et colique. Dans ce cas, l'expression de GATA4 détectée 
à la figure 25b pour la souris #9+/+ pourrait même provenir d'une contamination des 
extraits d' ARN par de l' ADN génomique. Puisque le gène GA TA4 ne possède pas 
d'intron, il est donc difficile de discriminer entre l'amplification obtenue par l' ADN 
de celle obtenue par l' ARNm de GATA4. 
Jusqu'à maintenant, nous n'avons pu valider l'expression protéique de GATA4 dans 
notre nouveau modèle transgénique, et ce ni par immunobuvardage de type western ni 
par immunodétection. Des problèmes de dégradation rapide des extraits et d'efficacité 
de l'anticorps dirigé contre GATA4 pourraient être à l'origine de ces difficultés. De 
nouvelles conditions seront testées. Seulement, si suite à ces mises au point notre 
modèle double transgénique s'avère présenter un niveau non-significatif de protéines 
GATA4, au niveau de l'épithélium intestinal grêle et colique, nous envisagerons la 
création d'un autre modèle transgénique. Une approche différente sera alors 
préconisée, soit l'utilisation d'un promoteur intestin spécifique couplé au cDNA de 
GATA4, tel le promoteur de la SI. 
La création d'un modèle transgénique est un projet de longue haleine. De plus, la 
réussite n'est jamais assurée. En effet, lors de l'intégration aléatoire de la construction 
d'intérêt dans le génome murin plusieurs scénarios peuvent se produire. La 
construction peut s'intégrer dans une région silencieuse du génome et ainsi ne mener à 
aucune expression ectopique. Si la construction s'intègre dans une région active 
transcriptionnellement, elle doit le faire en plusieurs copies consécutives pour amener 
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une expression significative du transgène. Donc, peu de copies intégrées constituent 
un autre problème possible. Dans notre cas, l'intégration dans une région silencieuse 
ou un faible nombre de copies intégrées pourraient expliquer la faible expression en 
ARNm détectée pour GATA4 ectopique. À cet effet, il serait utile de pouvoir 
approximer le nombre de copies intégrées à l'aide de l'analyse Southern. Aussi, le 
promoteur utilisé peut être mis en cause. En effet, le promoteur CMV est reconnu 
pour sa grande efficacité in vitro, cependant son efficacité in vivo, au niveau de 
l'épithélium intestinal n'a pas été démontrée. À cet effet, des études ont démontré 
que, malgré qu'il permet une forte transcription d'un transgène in vivo à court terme, 
le promoteur CMV devient silencieux quelques semaines après le transfert de gènes 
chez plusieurs modèles animaux (LÔSER et al, 1998). En fait, ce serait la méthylation 
et l'acétylation in vivo de ce promoteur qui le rendraient silencieux (GRASS! et al, 
2003). 
En terminant, comme vous aurez pu le constater, ce projet de recherche a reqms 
l'utilisation de systèmes biologiques très hétérogènes. La majorité des expériences de 
culture cellulaire ont été réalisées avec le modèle de cellules épithéliales intestinales 
IEC-6/Cdx2, dont l'origine des cellules est le rat. Ce modèle est la seule lignée de 
cellules normales qui se différencient en culture, d'où sa très grande utilité. 
Cependant, ces cellules n'ont qu'un très faible potentiel de transfection. C'est 
pourquoi les cellules Caco-2/15 ont été utilisées pour les essais transcriptionnels, 
malgré leur origine cancéreuse. D'un autre côté, les études in vivo ont été réalisées 
chez la souris, car les modèles de rats transgéniques sont très rares, donc peu 
disponible et plus coûteux. Dans l'analyse de nos résultats nous devons donc toujours 
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garder en tête l'hétérogénéité de nos modèles. Un point d'intérêt à souligner, le gène 
PAPI semble faire partie des molécules très bien conservées entre les espèces. Entre 
autres, l'analyse de son promoteur nous a permis de constater la présence de sites 
GATA autant pour la molécule d'origine humaine, murine et de rat. 
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Conclusion 
La présente étude a permis d'approfondir nos connaissances sur l'implication du 
facteur de transcription GATA4 dans le maintien de l'homéostasie épithéliale 
intestinale. Les résultats obtenus n'ont pu démontrer l'implication de GAT A4 dans la 
différenciation cellulaire, mais, ils nous ont permis d'identifier une nouvelle cible 
transcriptionnelle de GATA4, soit le gène PAPI. 
PAPI, pour Pancreatitis Associated Protein !, est une lectine antimicrobienne 
présente, entre autres, dans les intestins (CASH et al, 2006). Son expression est 
augmentée dans les cas de MII, possiblement pour agir comme frein à l'inflammation 
intestinale. Son effet anti-inflammatoire passant par le blocage de l'activation du 
facteur de transcription NFKB (GIRONELLA et al, 2005). Toutefois, le mécanisme de 
régulation transcriptionnelle de ce gène reste à être démontré, autant en contexte 
physiologique que pathologique. 
Nous avons montré, que GATA4 peut lier fortement, in vitro, la région promotrice de 
1260 pb du gène PAPI, sur cinq sites GAT A présents dans cette région. Aussi, ce 
pouvoir de liaison de GATA4, sur le promoteur du gène PAPI, est indépendant de la 
présence de son partenaire d'interaction Cdx2. En plus de lier physiquement ce 
promoteur, GATA4 a le potentiel d'activer sa transcription, de façon quantité 
dépendante, ·dans les cellules Caco-2/15 confluentes. Également, le facteur de 
transcription Cdx2 agit comme partenaire de GATA4 dans l'activation 
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transcriptionnelle de ce même promoteur. En fait, la combinaison GA TA4 et Cdx2 
montre un effet synergique sur l'activation transcriptionnelle du promoteur du gène 
PAPI contenant les cinq sites d'interaction GATA et aussi sur le petit promoteur 
contenant seulement un site GA TA. Ces résultats nous suggèrent donc que GATA4 
est un modulateur direct du gène PAPI. 
Enfin, nos résultats en condition de stress inflammatoire intestinal ont montré une 
modulation de l'expression de GAT A4 et de PAPI, laissant croire à une possible 
implication de ce duo dans la signalisation inflammatoire de la cellule épithéliale 
intestinale. Cette implication potentielle de GA TA4 dans la réponse inflammatoire est 
tout à fait innovatrice et très intéressante. Est-ce que GAT A 4 pourrait jouer un rôle au 
niveau des maladies inflammatoires del 'intestin ? 
Finalement, le modèle de souris transgénique, que nous avons tenté de créer, ne nous 
a pas permis d'observer une expression ectopique d'ARNm de GATA4 significative 
au niveau intestinal. Quant aux niveaux protéiques du facteur, ils n'ont pu être 
analysés faute de mise au point adéquate des techniques utilisées. De nouveaux efforts 




Pour faire suite à ce projet, plusieurs avenues intéressantes pourraient être envisagées. 
En particulier celles pouvant approfondir l'implication potentielle de GAT A4 et PAPI 
dans la signalisation inflammatoire de la cellule épithéliale intestinale. 
Tout d'abord, les modulations d'expression de GATA4 et PAPI, en contexte de stress 
inflammatoire, pourraient être répétées dans le nouveau modèle de co-culture 
épithélium-mésenchyme (LUSSIER et al, 2008). Ce modèle a, entre autres, l'avantage 
de présenter un niveau de différenciation plus élevé que les cellules IEC-6/Cdx2 
(LUSSIER et al, 2008). Aussi, l'outil shGATA4 pourrait être utilisé dans ce contexte, 
pour déterminer si la présence de GAT A4 est essentielle à PAPI, dans sa réponse au 
stress inflammatoire. Dans le même ordre d'idée, l'analyse de l'interrelation entre 
GATA4 et la hausse d'expression de PAPI en contexte de stress inflammatoire, 
pourrait être étudié en effectuant des essais transcriptionnels dans les cellules 
IEC-6/Cdx2 sous stimulation au LPS et au TNFa. Pour obtenir une population 
homogène, possédant les constructions des promoteurs et de surexpression des 
facteurs de transcriptions voulues, nous devrions premièrement créer des populations 
stables, car les cellules IEC-6/Cdx2 présentent une faible efficacité de transfection. 
En se basant sur les modifications post-traductionnelles connues de GATA4 au niveau 
cardiaque (ex: phosphorylation) (LIANG et al, 2001 ; OKA et al, 2007). L'analyse de 
l'expression de GATA4 et PAPI en contexte de stress inflammatoire, a amené la 
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possibilité d'une telle modification de GATA4 dans cette situation. Si bien sûr 
l'interrelation entre GATA4 et PAPI est démontrée dans ce contexte, cette 
modification pourrait expliquer la hausse de l'activité transcriptionnelle de GATA4 
sur le promoteur PAPI. Pour étudier cette éventualité, plusieurs expériences 
pourraient être réalisées. Premièrement, un gel de rétention, pour analyser la variation 
de la force de liaison de GAT A4 sur le promoteur du gène PAPI, en contexte de stress 
inflammatoire ou non pourrait être fait. Deuxièmement, l'hypothèse de 
phosphorylation de GATA4 pourrait être étudiée. La phosphorylation potentielle de 
GATA4 pourrait d'abord être évaluée par immunobuvardage de type western. Soit en 
réalisant la migration des extraits protéiques sur un long gel, permettant une 
séparation optimale, et peut-être par le fait même, la visualisation d'un retard de 
migration correspondant à une forme phosphorylée de GATA4, en utilisant 
l'anticorps habituel contre GATA4. Ou bien, soit en utilisant un anticorps spécifique 
contre GATA4 phosphorylé, par exemple sur la sérine 105 (ab5245, Abcam, 
Cambridge, MA, USA). Dans la même optique, une immunoprécipitation effectuée à 
l'aide d'anticorps anti-P04, sur des extraits protéiques provenant de cellules stimulées 
au LPS ou TNF, suivit d'une analyse par immunobuvardage de type western utilisant 
l'anticorps habituel contre GATA4, permettrait aussi d'étudier le potentiel de 
phosphorylation de GATA4 dans ce contexte. Enfin, l'utilisation d'inhibiteurs de 
kinase, par exemple le U0126 qui bloque l'activité de MEK, permettrait de vérifier 
s'il y a variation du potentiel de liaison de GATA4 à l' ADN ou de son potentiel 
d'activation transcriptionnelle du promoteur du gène PAPI lorsque sa phosphorylation 
potentielle est bloquée. 
124 
Ensuite, puisque l'expression de GATA4 en état inflammatoire, in vivo, dans des 
situations pathologiques (MU, cancer colorectal) n'est toujours pas connue, il serait 
très intéressant d'étudier cette avenue. Pour ce faire, des criblages de banques d' ARN, 
par Q-PCR, et des criblages de banques de tissus, par immunolocalisation, pourraient 
être effectués. 
Enfin, l'immunolocalisation de la protéine PAPI dans l'axe crypte-villosité intestinal 
pourrait être réalisé, dans le but de déterminer si les cellules absorbantes peuvent 
produire cette protéine. Notre modèle de cellules IEC-6/Cdx2 a montré des résultats 
dans ce sens. De plus, des résultats préliminaires chez des souris injectées au LPS 
intrapéritonéalement et qui présentent une inflammation systémique, ont montré une 
hausse impressionnante de l'expression de PAPI au niveau de leur jéjunum et de leur 
côlon. L'immunolocalisation de cette protéine pourrait alors être explorée dans les 
intestins d'animaux sains comparativement aux intestins d'animaux stimulés au LPS. 
Finalement, un collaborateur a récemment accepté de nous fournir la souris GATA4 
knock-out, intestin spécifique, qu'il a nouvellement mise au point (OKA et al, 2006). 
En complément des études de métabolisme qu'ils ont effectuées, l'étude de la réponse 
à un stress inflammatoire chez ces animaux pourrait être analysée. Sera-t-elle affectée 
par la perte d'expression de GATA4 ? Est-ce que l'expression de PAPI sera tout de 
même induite au niveau intestinal ? Plusieurs questions pourront être étudiées à l'aide 
de ce nouveau modèle murin et permettront d'explorer le nouveau rôle, à ce jour non 
suspecté, de GATA4 à participer à la répons.e inflammatoire intestinale. 
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